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Vorwort 

Dieser  Grundriß  ist  ein  Versuch,  bisher  überwiegend  getrennt  be- 
handelte und  arbeitende  Forschungsrichtungen  unter  einheitlichen 
Gesichtspunkten  zusammenzufassen.  Als  Ziel  gilt,  dadurch  die  Be- 
deutung dieser  Arbeitsrichtungen  für  eine  allgemeine  Biologie  her- 
vorzuheben. 

Die  „klassische  Periode“  der  Cytologie  und  der  Histologie  ist  etwa 
kurz  nach  der  Jahrhundertwende  überschritten  worden.  Sie  ergab 
ein  ungeheures  Material,  vor  allem  an  morphologischen  Tatsachen, 
das  noch  heute  nicht  in  allen  Einzelheiten  ganz  eingeordnet  und  ver- 
arbeitet worden  ist.  Diese  Periode  scheint  am  besten  gekennzeichnet 
durch  ihre  statisch  morphologische  Einstellung,  die  eine  Trennung 
der  Zell-  und  Gewebekunde  als  besondere  Disziplinen  der  „mikros- 
kopischen Anatomie“  ermöglichte. 

Die  Entwicklung  der  Physiologie  und  auch  die  Ergebnisse  der  Ver- 
erbungslehre waren  es  dann  vor  allen  Dingen,  die  eine  Umstellung 
in  der  Zell-  und  Gewebelehre  zur  Folge  hatten,  und  die  zunehmend 
zu  einer  dynamischen  Erfassung  der  mikroskopischen  Anatomie 
führten.  Dadurch  wurde  die  klassische  alte  Demarkationslinie 
zwischen  Cytologie  und  Histologie  immer  illusorischer,  während  sich 
andererseits  als  ein  ganz  besonderes  modernes  Forschungsgebiet 
die.  Cytogenetik  abgrenzte. 

Die  strenge  Scheidung  zwischen  Zell-  und  Gewebekunde  war  ja 
nicht  zuletzt  bedingt  durch  die  historische  Einstellung  in  der  Natur- 
wissenschaft, der  wir  vor  allem  im  vorigen  Jahrhundert  mit  die 
größten  Entdeckungen  zu  verdanken  haben.  Die  Lehre  vom  Zellen- 
staat mit  ihrer  Betonung  der  Zellen  als  Elementarorganismen  be- 
dingte eine  stark  analytische  Tendenz  der  mikroskopischen  Anatomie 
in  einer  ganz  bestimmten  Richtung,  die  vielfach  über  die  analytische 
Methode  physiologischer  Fragestellungen  hinausging  und  irgendwie 
versuchte,  die  Lebenserscheinungen  des  Organismus  als  Summe  der 
Lebenserscheinungen  seiner  einzelnen  Zellen  zu  erfassen  (vgl.  Ver- 
wohn 1922). 

Die  neueren  physiologischen  Arbeitsrichtungen  berücksichtigen 
indessen  immer  mehr  auch  das  Besondere,  das  bei  höheren  Organis- 


VI 


Vorwort 


men  in  der  Vergesellschaftung  der  Zellen  gegeben  ist.  Der  Hinweis 
auf  die  Hormonlehre  und  auf  manche  Erfahrungen  der  Gewebe- 
züchtung mag  hier  zur  Andeutung  dieses  „überzeiligen  Prinzips“ 
genügen. 

Daher  kann  heute  eine  physiologisch  und  dynamisch  eingestellte 
Arbeitsrichtung,  die  auf  der  Grundlage  der  mikroskopischen  Anatomie 
aufbaut,  nun  nicht  ausschließlich  Zellphysiologie  im  Gegensatz  zu 
Organphysiologie  treiben,  sondern  sie  muß  alle  Histosysteme  im 
Sinne  Heidenhains  umfassen  (vgl.  S.  303):  sie  muß  Histophysio- 
logie  sein,  wenn  sie  nicht  in  manchen  Punkten  von  vornherein  an 
überholten  Vorstellungen  hängenbleiben  will. 

Der  Begriff  „Histophysiologie“  wird  zumeist  nur  gelegentlich  und 
ohne  eindeutige  Definition  gebraucht.  Vor  allem  werden  Unter- 
suchungen über  Sekretbildung  und  -abscheidung,  soweit  sie  die 
histologischen  Befunde  in  Beziehung  zu  physiologischen  Vorgängen 
zu  setzen  versuchen,  als  typisch  histophysiologische  Arbeiten  be- 
zeichnet. Diese  Arbeitsrichtung  geht  insbesondere  auf  die  Entdeckung 
der  Proenzymgranula  in  der  Pankreaszelle  durch  Cl.  Bernard  (1866) 
und  weiterhin  auf  B.  Heidenhains  „Beiträge  zur  Lehre  von  der 
Speichelabsonderung“  (1868)  zurück.  In  diesen  Arbeiten  wurde  ge- 
zeigt, daß  die  Sekretstoffe  in  der  Zelle  selbst  schon  vor  ihrer  Ab- 
scheidung  in  geformtem  Zustande  nachzuweisen  sind.  • — Später 
versuchte  dann  M.  Heidenhain  der  einseitigen  „phylogenetischen 
Theorie  des  Körpers“,  die  sich  vor  allem  aus  der  dogmatischen  Lehre 
vom  Zellenstaat  ergibt,  in  seinem  Werk  „Plasma  und  Zelle“  (1907) 
eine  „umfassende  histophysiologische  Theorie“  gegenüberzustellen 
und  den  Bahmen  der  Histophysiologie  zu  erweitern,  indem  er  ihr 
seine  auf  rein  deduktivem  Wege  gewonnene  Lehre  von  den  Histomeren 
einordnete.  Als  geschlossene  Forschungsrichtung  hat  sich  indessen 
die  „Histophysiologie“  bisher  nicht  durchgesetzt,  obgleich  inzwischen 
weitere  Arbeitsgebiete  entstanden,  die  ausgesprochen  „histophysio- 
logische“ Probleme  behandeln,  wie  etwa  die  Gewebezüchtung. 

Entsprechend  der  Entwicklung  der  dynamisch  eingestellten  Zell- 
und  Gewebelehre  sind  unter  Histophysiologie  alle  Arbeits- 
gebiete zu  begreifen,  die  auf  morphologischer  Grund- 
lage physikochemische  Eigenschaften  und  Funktionen, 
Arbeitsrhythmen  und  Lebenszyklen  von  Zellen  und 
Zellverbänden  sowie  das  Verhalten  von  Zell-  und  Ge- 
websstrukturen  und  -produkten  im  Zusammenhang  mit 
der  Funktion  und  Morphodynamik  der  Zelle  untersuchen. 
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Es  ist  demnach  unmöglich,  eine  scharfe  Grenze  zwischen  Histo- 
physiologie  und  Zellphysiologie  zu  ziehen.  In  mancher  Hinsicht 
ist  die  Zellphysiologie  ein  Teil  der  umfassenderen  Histophysiologie. 
Aber  ebenso,  wie  die  statische  Histologie  auf  der  Cytologie  aufbaute, 
wird  auch  die  Histophysiologie  stets  von  der  Zellphysiologie  auszu- 
gehen haben.  Dabei  kann  nicht  übersehen  werden,  daß  die  Zell- 
physiologie in  vielen  Punkten  weiter  entwickelt  ist  als  ihre  jüngere 
Schwester,  die  Histophysiologie,  so  daß  an  einen  ,, Grundriß  der 
Histophysiologie“  nicht  der  gleiche  Maßstab  angelegt  werden  darf 
wie  an  eine  Zellphysiologie,  die  sich  bewußt  auf  die  Zelle  als  Lebens- 
einheit beschränken  kann. 

Die  Probleme  der  Histophysiologie  sind  bisher  wohl  noch  nie  im 
Zusammenhänge  dargestellt  worden.  Das  Buch  von  Mann:  ,,Histo- 
physiology“  (1902)  behandelt  hauptsächlich  nur  verschiedene  Tech- 
niken der  Fixierung  und  Färbung.  Auch  R.  Höbers  „Physikalische 
Chemie  der  Zelle  und  der  Gewebe“  verfolgt  - — ebenso  wie  R.  Beutners 
„Physical  Chemistry  of  living  tissuesand  lifeprocesses“  (1933)  — andere 
Ziele : diese  beiden  Werke  gehen  von  der  physikalischen  Chemie  und  der 
Physiologie  aus  und  haben  nicht  eine  dynamische  Histologie  zur  Grund- 
lage. A.  Policards  „Precis  d’Histologie  Physiologique“  (1922)  betont 
ausdrücklich,  daß  es  aus  den  Histologievorlesungen  für  die  Medizin- 
studenten des  1.  und  2.  Jahres  hervorgegangen  und  für  diese  ge- 
schrieben sei.  Der  vorliegende  Grundriß  dürfte  daher  vermutlich 
der  erste  Versuch  einer  geschlossenen  Darstellung  der  Histophysio- 
logie als  solcher  sein.  Aus  diesem  Grunde  bittet  Verf.  um  Nachsicht: 
es  war  nicht  möglich,  alle  Teilgebiete  mit  gleicher  Sorgfalt  abzuhan- 
deln, insbesondere  auch  in  Anbetracht  der  kurzen  Fassung  dieses 
Grundrisses.  Und  vor  allem:  es  ist  unmöglich,  auf  derart  knappem 
Raum  alle  einschlägigen  Spezialarbeiten  zu  berücksichtigen.  Aber 
es  ist  nicht  die  Aufgabe  dieses  Grundrisses,  die  verschiedenen  Teil- 
gebiete der  Histophysiologie  in  allen  Einzelheiten  erschöpfend  dar- 
zustellen. Es  gibt  genügend  gute  Übersichten  über  einzelne  Arbeitsrich- 
tungen, z.  B.  über  die  Protoplasmaphysiologie  oder  über  die  Gewebe- 
züchtung. Es  fehlte  aber  eine  Überschau  dieser  getrennten  Forschungs- 
richtungen, so  daß  dem  der  Materie  Fernstehenden  eine  Orientierung 
über  die  Ergebnisse  und  Probleme  der  verschiedenen  Zweige  der 
Histophysiologie  nicht  ohne  langwierige  Einarbeitung  möglich  war. 

Die  Auswahl  des  Stoffes  mußte  an  manchen  Stellen  willkürlich 
sein.  Erst  spätere  Erfahrung  wird  zeigen,  ob  es  zweckmäßig  war, 


VIII 


Vorwort 


etwa  die  Probleme  der  Permeabilität  der  Phasengrenzen  und  Mem- 
branen, der  Keimzellen  und  der  Befruchtung  u.  a.,  die  alle  in  zell- 
physiologischen Monographien,  in  Lehr-  und  Handbüchern  ausführ- 
lich bearbeitet  wurden,  relativ  oberflächlich  zu  behandeln  und  dem- 
gegenüber z.  B.  einige  Fragen  der  vitalen  Färbung,  der  Histochemie, 
und  die  physikalisch- chemischen  Untersuchungsmethoden  eingehender 
zu  erörtern.  Aber  eine  Auswahl  war  eben  nötig,  sonst  wäre  aus  dem 
geplanten  Grundriß  von  wenigen  hundert  Seiten  ein  Handbuch  ge- 
worden. Sehr  vieles  wird  auch  erst  später  gereifter  dargestellt 
werden  können,  wenn  die  Probleme,  die  heute  noch  im  Fluß  sind, 
weiter  geklärt  sein  werden,  und  wenn  eine  größere  Zahl  von  zusammen- 
fassenden Abhandlungen  verschiedener  Autoren  eine  leichtere  Ver- 
arbeitung und  kritischere  Übersicht  der  Befunde  ermöglichen.  — 
Es  war  mir  in  dem  gegebenen  Bahmen  auch  nicht  möglich,  die  spe- 
zielle Histophysiologie  der  verschiedenen  Gewebs-  und  Organsysteme 
zu  behandeln,  was  zum  Teil  auf  die  recht  ungleichmäßige  Bearbeitung 
und  außerdem  aber  auch  auf  die  Fülle  verstreuter  und  vielfach  recht 
fragmentarischer  Mitteilungen  zurückzuführen  ist. 

Wenngleich  dieser  Grundriß  als  ein  erster  Versuch  erscheint,  so  ist  er 
doch  nicht  ohne  Wegbereiter.  Dankbar  denke  ich  hier  vor  allem  an  den 
Beitrag  von  G.  Hertwig  in  von  Möllendorfes  ,, Handbuch  der  mikro- 
skopischen Anatomie  des  Menschen“,  durch  den  ich  viele  Anregungen  er- 
hielt. Weiterhin  enthalten  auch  die  Bücher  von  J.  Gray  (A  Textbook  of 
Experimental  Cytology),  E.  B.  Wilson  (The  Cell  in  Development  and 
Inheritance),  M.  Heidenhain  (Plasma  und  Zelle),  K.  Zeiger  (Die  Methoden 
der  histologischen  Technik  vom  Standpunkt  der  Kolloidlehre),  W.  J. 
Schmidt  (Die  Doppelbrechung  von  Karyoplasma,  Cytoplasma  und  Meta- 
plasma),  A.  Fischer  (Gewebezüchtung),  L.  Lison  (Histochimie  animale) 
u.  a.  eine  Fülle  von  Hinweisen  und  Gedanken,  die  in  den  vorliegenden  Grund- 
riß eingegangen  sind  und  sein  Gesicht  mit  bestimmten. 

Mein  besonderer  Dank  gebührt  meinem  verehrten  Lehrer,  Pro- 
fessor Dr.  Büchner,  der  mir  alle  Hilfsquellen  und  Möglichkeiten 
zu  histophysiologischen  Untersuchungen  erschloß  und  weiterhin 
Fräulein  Dr.  Ilse  Fischer  für  ihre  aufopferungsvolle  Mitarbeit  und 
kritische  Durchsicht  des  Manuskripts  sowie  Herrn  cand.  rer.  nat. 
G.  Geissler  für  die  Anfertigung  von  Zeichnungen.  Für  liebens- 
würdige Überlassung  von  teils  noch  unveröffentlichten  Abbildungen 
danke  ich  den  Professoren  Dr.  E.  Beisinger  und  Dr.  K.  Zeiger  sowie 
den  Dozenten  DD.  J.  Caspersson,  J.  Holtfreter  und  E.  Tonutti. 
Zum  Schluß  möchte  ich  dem  Verleger  herzlich  danken,  daß  er  das  Wagnis, 
einen  Grundriß  der  Histophysiologie  herauszubringen,  verwirklicht  hat. 

Leipzig,  im  April  1938  Erich  Ries 
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I.  Teil 


Die  verschiedenen  Untersuchungsmethoden 

Kapitel  I 

Allgemeine  mikroskopische  Grundlagen  der  Histologie 
und  Möglichkeiten  ihrer  Erweiterung 

1.  Das  Auflösungsvermögen  des  Mikroskops 

Struktur  ist  nach  A.  von  Tschermak  (1924)  das  „Nebeneinander- 
bestehen zeitweilig  oder  dauernd  voneinander  abgegrenzter,  sich  nicht 
vermischender  Phasen  oder  Phasenkomplexe  von  sprunghafter,  nicht 
erst  allmählich  fortschreitender  Verschiedenheit“.  Diese  Definition 
entspricht  nicht  nur  mikroskopischer  Erfahrung,  sondern  trägt  auch 
moderner  kolloidchemischer  Erkenntnis  Rechnung.  Bekanntlich  exi- 
stiert, abgesehen  von  den  mit  bloßem  Auge  sichtbaren  Supermikronen, 
zwischen  dem  Reich  der  mikroskopisch  zugänglichen  Mikronen  (etwa 
bis  zu  0,2 herunter)  und  der  Welt  der  Atome  und  Moleküle  ein  Bereich 
der  kolloiden  Größenordnung,  der  zwar  nicht  mehr  direkter  mikro- 
skopischer Beobachtung  zugänglich  ist,  den  wir  aber  durch  besondere 
optische  Hilfsmittel  doch  noch  erfassen  können,  und  auf  dessen  be- 
sonderen Eigenschaften  viele  physikalisch-chemische  Prozesse  und 
vor  allem  die  Lebenserscheinungen  beruhen  (Tabelle  1 nach  v.  Tscher- 
mak  und  Petersen  aus  G.  Hertwig  1929,  etwas  verändert). 

Das  Auflösungsvermögen  unserer  Mikroskope  kann  nun 
nicht  beliebig  gesteigert  werden,  da  die  „förderliche  Vergrößerung“ 
von  der  Apertur  der  Objektive  und  unser  Sehvermögen  bekannt- 
lich von  der  Wellenlänge  des  Lichtes  abhängig  und  auf  einen 
Bereich  zwischen  800 — 400  m/u  beschränkt  ist.  Für  das  Auflösungs- 
vermögen, das  definiert  ist  durch  den  Abstand  zweier  Punkte  oder 
Striche,  die  gerade  noch  getrennt  abgebildet  werden,  gelten  die  For- 
meln D = Xja  (bzw.  D = A/2  a bei  sehr  schräger  Beleuchtung)  und 
a — n*  sin  u,  wobei  a die  numerische  Apertur,  X die  Wellenlänge  des 
Lichtes,  n den  Brechungsindex  des  Mediums  zwischen  Frontlinse 
und  Deckglas  (bei  Luft  also  n =*  1,0,  Wasser  n = 1,33,  Cedernöl 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  1 
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Tabelle  1 


Zerteilungs- 

Zustands- 

Charakter- 

Charakter  - 

Durch- 

schnittliche 

Grnßp  Hpt* 

oder 

bezeichnung 

bezeichnung 

bezeichnung 

Optische 

Dispersitäts- 

des 

der 

des 

VJl  UL)C  UCl 

Teilchen- 

durchmesser 

Größenklasse 

grad 

Systems 

Teilchen 

Systems 

I.  fein 

Dispersid 

1.  Ionen 

1.  Iondis- 

unter5m/i 

Amikronen 

oder  Lösung 

perses 

(=5 

(auf  keine 

2.  Moleküle 

2.  Molekular - 

• 10“6mm) 

Weise  sicht- 

disperses 

bar  zu 

System 

machen) 

II.  mittel 

Kolloid  od. 

Molekülver- 

Kolloides 

6 mfi 

Ultra-  oder 

Dispersoid 

bände  oder 

System 

— 140  m// 

Submikro- 

1.  Suspensoid 

anders  ge- 

nen (evtl,  im 

2.  Emulsoid 

artete  Teil- 

Ultrami- 

chen 

kroskop 

(Micellen) 

sichtbar) 

III.  grob 

Dispersoid 

Partikel 

Grobdisper- 

über 

Mikronen  (im 

Emulsion 

Tröpfchen 

ses  System 

100  m/Li 

Mikroskop 

Schaum 

Bläschen 

1 v/. 

sichtbar) 

Aufschwem- 

Granula 

mung  od. 
Suspension 

Supermikro- 

je  nach  Verhält- 

nen (mit 

nis  Dispersions- 
mittel : disperse 
Phase  (flüssig- 
flüss.,flüss.-gasf. , 
flüss.-fest)1) 

freiem  Auge 
sichtbar) 

n = 1,51)  und  u den  halben  Öffnungswinkel  des  Objektives  darstellt, 
d.  h.  des  Winkels,  den  das  äußerste,  noch  gerade  vom  Objektiv  auf- 
genommene  Lichtbündel  mit  der  Objektivachse  bildet.  Die  numeri- 
sche Apertur  ließ  sich  bei  stärksten  Immersionsobjektiven  bis  auf  1,5 
steigern,  theoretisch  bis  1,515.  Praktisch  geht  das  Auflösungsver- 
mögen mit  den  für  unser  Auge  geeigneten  Wellenlängen  bis  etwa  0,2 /£. 
Bevor  diese  Größenordnung  erreicht  ist,  hört  aber  etwas  unterhalb 
von  1 fj,  die  Objektähnlichkeit  der  abgebildeten  Gegenstände  auf:  je 
kleiner  die  Teilchen  werden,  um  so  mehr  erscheinen  sie  uns  unabhängig 
von  ihrer  wahren  Gestalt  als  Kügelchen.  Eine  gewisse  Steigerung 
des  Auflösungsvermögens  der  Mikroskope  ist  durch  Verwendung  von 
ultraviolettem  Licht  möglich,  wobei  in  Kauf  genommen  werden  muß, 
daß  wegen  der  Nichtsichtbarkeit  dieser  Strahlen  die  subjektive  Be- 
obachtung durch  die  Mikrophotographie  ersetzt  wird  (weiterhin  ist 
Quarzoptik  und  wasserverdünntes  Glycerin  als  Immersionsflüssigkeit 

x)  Entsprechende  Aggregatverhältnisse  zwischen  Dispersionsmittel  und 
disperser  Phase  sind  auch  in  kolloiden  Größenordnungen  möglich. 
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nötig,  wodurch  sich  die  Apertur  bis  auf  maximal  a — 1,25  ver- 
ringert). Das  Auflösungsvermögen  erreicht  so  = 0,11  /lc.  Die  Nachteile 
sind  dafür  aber  so  groß,  daß  bisher  praktisch  dadurch  wohl  kein 
Zuwachs  an  histologischer  Strukturerkenntnis  eingetreten  ist  (vgl. 
dagegen  aber  auch  S.  226).  Ebenso  sind  Versuche,  durch  Verwendung 
noch  höher  brechender  Einschlußmittel,  wie  z.  B.  Monobrom- 
naphthalin, die  Apertur  zu  erhöhen,  für  histologische  Zwecke  an 
technischen  Schwierigkeiten  gescheitert. 

Es  gibt  nun  aber  verschiedene  Methoden,  um  über  die  Grenzen 
des  optischen  Auflösungsvermögens  unserer  Mikroskope  hinaus  Er- 
kenntnisse über  den  submikroskopischen  Bau  von  Histo- 
systemen  zu  gewinnen.  Das  sind  in  erster  Linie  die  Dunkelfeld- 
mikroskopie, die  polarisationsoptische  Analyse  der  Doppelbrechung 
und  weiterhin  die  Röntgenographie,  vielleicht  bei  weiterem  Ausbau 
auch  die  Untersuchung  mit  dem  Elektronenmikroskop  und  endlich 
die  Analyse  von  Quellungs-,  Imbibitions-  und  Kohäsionserscheinungen. 

2.  Dunkelfeldmikroskopie 

Die  Dunkelfeldmikroskopie  ist  vor  allem  geeignet  für  die  Unter- 
suchung lebender  ungefärbter  Histosysteme.  Kleine  Lichtbrechungs- 
unterschiede zweier  aneinandergrenzender  Phasen  werden  im  durch- 
fallenden Licht  — auch  bei  starkem  Abblenden  — oft  überstrahlt 
und  entziehen  sich  so  der  Beobachtung,  zumal  sich  bei  zu  starkem 
Abblenden  noch  andere  optische  Nachteile  ergeben.  Dagegen  ge- 
nügen bei  seitlicher,  schräger  oder  auffallender  Beleuchtung  oft  ge- 
ringste Lichtbrechungsdifferenzen,  um  durch  das  an  der  Phasen- 
grenze abgebeugte  Licht  eine  deutliche  Wahrnehmung  auf  dunklem 
Untergrund  zu  ermöglichen.  Voraussetzung  ist  dabei  eine  geringe 
Schichtdicke  des  Objektes,  da  sonst  durch  zu  viele  abbeugende  Flächen 
eine  Überlagerung  und  damit  ein  diffuses  Leuchten  hervorgerufen 
wird.  Bekanntlich  lassen  sich  viele  ungefärbte  Krankheitserreger 
im  Dunkelfeld  durch  ihr  Aufleuchten  viel  leichter  auffinden  als  im 
durchfallenden  Licht.  Dabei  ist  allerdings  meist  eine  verhältnismäßig 
geringe  wirksame  Apertur  (etwa  bis  0,85)  und  damit  ein  geringeres 
Auflösungsvermögen  in  Kauf  zu  nehmen. 

Trotzdem  erlaubt  die  Dunkelfeldbeleuchtung  die  Signalisierung 
von  Ultramikronen  kolloider  Größenordnung.  So  wie 
die  in  diffusem  Licht  unsichtbaren  Staubpartikel  der  Luft  selber  als 
kleine  Sonnenstäubchen  bei  bestimmtem  Einfall  der  Sonnenstrahlen 
aufleuchten,  so  beugen  Teilchen,  die  eine  andere  Lichtbrechung  als 

1* 
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das  Dispersionsmittel  , besitzen,  das  Licht  im  Dunkelfeld  so  ab, 
daß  es  vom  Objektiv  auf  genommen  werden  kann  (eine  restlose  Über- 
einstimmung in  der  Lichtbrechung  für  alle  Wellenlängen  wird  wohl 
nur  selten  bei  zwei  verschiedenen  Phasen  Vorkommen).  Natürlich 
können  wir  von  den  im  Dunkelfeld  aufleuchtenden  Gebilden  ohne 
weiteres  weder  auf  ihre  wirkliche  Gestalt,  noch  auch  nur  auf  ihre  un- 
gefähre Größe  schließen  (s.  S.  20).  Weiterhin  ist  zu  bedenken,  daß 
im  Dunkelfeld  zwar  Suspensionskolloide  (hydrophobe  Kolloide)  auf- 
leuchten,  nicht  hingegen  viele  Emulsionskolloide  (hydrophile  Kol- 
loide), da  diesen  eine  scharfe  Grenze  gegen  das  Dispersionsmittel 
infolge  ihrer  Hydratation  fehlt  (vgl.  S.  45).  Die  hydrophilen  Kolloide 
spielen  aber  die  weitaus  größere  Rolle  unter  den  Biokolloiden.  Dann 
sind  die  Teilchen  als  solche  nur  in  Solen  erkennbar,  wenn  hier  der 
Abstand  der  Submikronen  oberhalb  der  Grenze  des  optischen  Auf- 
lösungsvermögens desMikroskopes  liegt,  nicht  hingegen  in  Gelen,  wo  sie 
zu  dicht  gelagert  sind  und  wahrscheinlich  ebenso  wie  das  Dispersions- 
mittel eine  zusammenhängende  Phase  bilden,  so  daß  zumeist  nur  ein 
diffuses  Leuchten  zustande  kommt  (s.  S.  19  u.  Abb.  5).  Durch  die  Unter- 
suchung im  Dunkelfeld  ist  es  so  möglich,  noch  Teilchen  bis  zu  einer 
Größe  von  etwa  4 — 6 mju  (bei  Suspensoidteilchen,  bei  Emulsoiden  da- 
gegen wohl  nur  bis  30  m/i)  nachzuweisen  und  unter  Umständen  be- 
stimmte Aufschlüsse  über  die  Ultrastruktur  einzelner  Phasen  und 
Strukturen  sowie  ihre  Veränderungen  zu  erhalten  (s.  weiter  Kap.  II,  2). 

3.  Polarisationsoptische  Analyse 

a)  Allgemeines : An  die  Ultramikroskopie  ist  die  polarisations- 
optische Untersuchung  von  Histosystemen  anzuschließen.  Sie  ver- 
mag uns  tiefere  Einblicke  in  die  Ultrastruktur,  vor  allem  in  die  Form 
und  Anordnung  der  die  Histosysteme  aufbauenden  Micelle  zu  liefern 
(nach  W.  J.  Schmidt  werden  seit  Nägeli  [1877/79]  kristalline  sub- 
mikroskopische Teilchen  als  ,, Micelle  bezeichnet  — Einzahl  das  Micell, 
Mehrzahl  die  Micelle  — im  Gegensatz  zu  die  Mizelle,  Mehrzahl  die  Mi- 
zellen, worunter  bekanntlich  ein  Kolloidteilchen  samt  seiner  elektri- 
schen Ladung  zu  verstehen  ist“).  Außerdem  erscheint  diese  Methode 
besonders  dort  wertvoll,  wo  bei  verwickelt  gebauten  Histosystemen 
das  einfache  Lichtbrechungsbild  und  das  gefärbte  Präparat  nicht 
mehr  zur  Analyse  ausreichen,  während  das  Vorkommen  von  iso-  und 
anisotropen  Teilen  eine  scharfe  Differenzierung  verschiedener  Struk- 
turen zuläßt.  Weiterhin  ist  es  bei  anisotropen  Teilen  möglich, 
je  nach  der  Lage  der  optischen  Achse  und  dem  Vorzeichen  der  Doppel- 
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brechung  den  Verlauf,  die  Form  und  die  Anordnung  der  Micelle  in 
den  Strukturen  (wie  z.  B.  Fasern,  Cuticularbildungen,  Muskeln 
Stützsystemen  usw.)  festzustellen.  Endlich  zeigt  die  Untersuchung  im 
polarisierten  Licht  vielfach  sehr  klar  das  Auftreten  besonderer  kri- 
stallisierter Ablagerungen  und  Differenzierungen  wie  etwa  Skelet- 
substanzen, Guanin,  Porphyrin  u.  a.  an  und  ermöglicht  so  manche 
wertvolle  mikrochemische  Hinweise  (z.  B.  die  Unterscheidung  doppel- 
brechender und  isotroper  Fette  und  Lipoide  s.  S.  177). 

Wir  verdanken  vor  allem  W.  J.  Schmidt  eine  Ausschöpfung  und  kritische 
Anwendung  der  polarisationsoptischen  Möglichkeiten  für  histologische  und 
allgemeinbiologische  Fragestellungen.  Es  ist  hier  unmöglich,  eine  Einführung 
in  die  Grundlagen  der  Polarisationsoptik  zu  geben.  Dafür  möchte  ich  auf 
das  Werk  von  W.  J.  Schmidt  (1937):  ,,Die  Doppelbrechung  von  Karyo- 
plasma,  Cytoplasma  und  Metaplasma“  sowie  auf  frühere  übersichtliche  Dar- 
stellungen in  den  Handbüchern  von  Püterfi  und  Abderhalden  verweisen. 
Hier  seien  im  Anschluß  an  Schmidt  nur  ganz  kurz  die  fundamentalen  Er- 
scheinungen der  Doppelbrechung,  soweit  sie  histophysiologisch  von  unmittel- 
barer Bedeutung  sind,  zusammengestellt: 

b)  Über  das  Wesen  der  Doppelbrechung : Als  doppelbrechend  werden 
optisch  anisotrope  Körper  bezeichnet,  d.  h.  also  solche,  bei  denen  sich 
das  Licht  nicht  wie  bei  den  isotropen,  einfach  brechenden  in  allen 
Richtungen  mit  gleicher  Geschwindigkeit  fortpflanzt  und  für  die 
auch  in  jeder  Richtung  die  gleiche  Absorption  besteht,  sondern  bei 
denen  die  Brechungszahl  in  verschiedenen  Durchstrahlungsrichtungen 
ungleich  ist.  Doppelbrechend  heißen  diese  Körper  deswegen,  weil  das 
Licht  in  ihnen  in  zwei  linear  polarisierte  Anteile  mit  zueinander 
senkrecht  stehenden  Schwingungsrichtungen  zerlegt  wird  (Abb.  1 a) . Die 
beiden  Strahlen  werden  als  ordentlicher  und  außerordentlicher  unter- 
schieden. Nur  der  ordentliche  Strahl  verhält  sich  wie  eine  Welle  in 
einem  isotropen  Medium  und  genügt  dem  Snelliusschen  Brechungs- 
gesetz. Die  den  beiden  Schwingungsrichtungen  zugeordneten  Brech- 
zahlen sind  verschieden,  und  dementsprechend  pflanzen  sich  die  beiden 
Lichtanteile  mit  verschiedener  Geschwindigkeit  und  daher  auch  ver- 
schiedener Wellenlänge  fort.  Die  verschiedene  Wellenlänge  wird  beim 
Verlassen  des  Körpers  und  Übergang  in  ein  isotropes  Medium  wieder 
ausgeglichen,  da  das  Licht  ja  nun  die  dem  neuen  Medium  entsprechende 
Wellenlänge  annimmt.  Doch  bleibt  ein  Gangunterschied  bestehen: 
der  Lichtanteil  kleinerer  Wellenlänge  hat  in  der  gleichen  durchlau- 
fenen Schichtdicke  des  doppelbrechenden  Körpers  mehr  Wellen  auf- 
zuweisen als  der  Lichtanteil  mit  der  größeren  Wellenlänge.  Bei  ge- 
färbten Körpern  können  die  beiden  linear  polarisierten  Lichtanteile 
oft  auch  in  bezug  auf  die  Absorption  verschieden  sein,  indem  ein 
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Anteil  verschluckt  oder  mehr  als  der  andere  geschwächt  wird,  oder 
aber  indem  eine  selektive  Absorption  für  einzelne  Farben  besteht, 
so  daß  die  beiden  verschieden  gefärbt  erscheinen  (Dichroismus  bzw. 
Pleochroismus).  Die  Absorption  ist  dabei  also  von  der  Schwin- 
gungsrichtung abhängig. 


Abb.  1.  Erläuterung  der  Doppelbrechung,  a)  Zerlegung  des  in  der  Richtung  L 
einfallenden  Lichtes  durch  einen  doppelbrechenden  Körper  K von  der  Dicke 
d in  zwei  linear  polarisierte  Wellen  I und  II,  deren  Schwingungsebenen 
senkrecht  zueinander  stehen  und  für  die  der  Körper  verschiedene  Brechungs- 
zahlen, ng  (zu  I gehörig)  und  n (zu  II  gehörig),  hat;  b)  Indikatrix  eines 
optisch  einachsigen  Körpers  (Rotationsellipsoid) : n ^ und  ng  = die  zu  den 
Ellipsoidachsen  (Schwingungsrichtungen)  gehörigen  Brechungszahlen; 
c)  Indikatrix  mit  angelegter  Schnittellipse:  L = Richtung  des  Lichtein- 
falls, n'g  und  n'k  = die  Halbachsen  der  wirksamen  Indexellipse.  — d)  Er- 
läuterung des  Vorzeichens  einachsiger  Doppelbrechung  am  Hauptschnitt: 
links  positiv  (optische  Achse  g),  rechts  negativ  (optische  Achse  1c);  na 
— Schwingungsrichtung  des  außerordentlichen,  n0  des  orde  ntlichen 
Strahles.  Die  Hauptschnitte  wurden  als  Indexellipsen  eingetrage  n in  eine 
Struktur  (angedeutet  als  Rechteck),  um  deren  verhältnismäßigen  optischen 
Charakter  zu  kennzeichnen:  links  positiv,  rechts  negativ  ,,in  bezug  auf  die 
Länge“.  — • Nach  W.  J.  Schmidt  (1937),  etwas  umgezeichnet. 


Um  nun  die  Eigenschaften  doppelbrechender  Körper  zu  definieren, 
ist  die  Indexellipse  zu  konstruieren.  Dazu  kann  man  von  einem 
beliebig  gewählten  Zentralpunkt  aus  im  Innern  des  Körpers  nach 
allen  Richtungen  Strecken  abtragen,  deren  Länge  dem  Brechungs- 
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index  für  das  in  dieser  Richtung  schwingende  Licht  gleich  ist  (Abb.  1 b). 
Die  Endpunkte  aller  dieser  Strecken  begrenzen  eine  räumliche  Figur, 
die  Indikatrix,  z.  B.  ein  dreiachsiges  Ellipsoid. 

Da  nach  W.  J.  Schmidt  für  die  Untersuchung  von  Histosystemen 
zunächst  nur  die  einachsige  Doppelbrechung  eine  Rolle  spielt,  ist 
für  uns  das  Rotationsellipsoid  von  größerer  Bedeutung,  da  es  nur 
zwei  verschieden  große  Achsen  aufweist  (bei  isotropen  Körpern  sind 
die  Brechzahlen  und  damit  die  Achsen  in  allen  Richtungen  gleich: 
es  entsteht  also  als  Indikatrix  eine  Kugel).  Die  Indikatrixellipse  ent- 
spricht nun  dem  senkrecht  zum  einfallenden  Lichtstrahl  gelegten 
Schnitt  durch  die  Indikatrix  (Abb.  lc).  Die  beiden  Hauptdurch- 
messer dieser  Ellipse  geben  die  Schwingungsrichtungen  der  beiden 
linear  polarisierten  Lichtanteile  an,  und  die  Differenz  der  Halbachsen 
ist  das  Maß  der  Stärke  der  Doppelbrechung  für  den  beobachteten 
Lichteinfall.  Die  eine  Halbachse  ist  - — unabhängig  von  der  Richtung 
des  Lichteinfalls  — immer  gleich  der  Rotationshalbachse  des  Ellip- 
soids.  Sie  entspricht  dem  Brechungswert  des  ordentlichen  Strahles, 
der  also  für  alle  Ausbreitungsrichtungen  konstant  ist  (s.  o.).  Dagegen 
hängt  der  Brechungswert  des  außerordentlichen  Strahles  (andere 
Halbachse  der  Indexellipse)  wesentlich  von  der  Ausbreitungsrichtung 
ab.  Nun  gibt  es  beim  zweiachsigen  Ellipsoid  eine  Richtung  des 
Lichteinfalls,  bei  der  der  Querschnitt  ein  Kreis  ist,  und  bei  der  also 
keine  Differenz  der  Halbachsen  besteht.  Es  kann  bei  dieser  Richtung 
des  Lichteinfalls  daher  keine  Doppelbrechung  stattfinden.  Diese 
Richtung  des  Lichteinfalls  entspricht  der  optischen  Achse.  Ganz 
allgemein  richtet  sich  die  Stärke  der  Doppelbrechung  nach  dem  Licht- 
einfall, wie  die  Indikatrix  der  doppelbrechenden  Körper  lehrt:  die 
Doppelbrechung  wächst  mit  zunehmender  Neigung  gegen  die  optische 
Achse  von  0 bis  zum  Maximum  (wenn  nämlich  das  Licht  senkrecht 
zur  optischen  Achse  einfällt).  Dabei  wird  unterschieden  zwischen 
positiver  und  negativer  einachsiger  Doppelbrechung.  Positiv  ist 
sie,  wenn  das  Ellipsoid  gestreckt  ist,  d.  h.  durch  Drehung  um  die  lange 
Achse,  negativ,  wenn  es  durch  Rotation  der  Ellipse  um  die  kleinere 
Achse  entsteht,  d.  h.  also,  wenn  der  Brechungswert  des  ordentlichen 
Strahles  kleiner  ist  als  der  des  außerordentlichen.  Für  histologische 
Untersuchungen  ist  vielleicht  noch  die  relative  Art  der  Doppelbre- 
chung wesentlich,  die  sich  „auf  die  Kennzeichnung  der  Indexellipse 
auf  einem  Schnitt  oder  bei  einer  bestimmten  Ansicht  des  Objektes“ 
bezieht.  In  diesem  Sinne  ist  ein  Körper  positiv  einachsig  doppel- 
brechend, wenn  die  große  Achse  der  wirksamen  Indexellipse  seiner 
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bevorzugten  morphologischen  Achse  (also  etwa  der  Länge  einer  Fi- 
brille) entspricht. 

c)  Der  micellare  Bau  als  Ursache  der  Doppelbrechung : Doppel- 
brechend kann  ein  Körper  nur  sein,  wenn  seine  Teilchen  geordnet 
sind.  Dabei  kann  die  Doppelbrechung  durch  zwei  verschiedene  Um- 
stände bedingt  sein : es  kann  sich  1 . um  eine  Eigendoppelbrechung 
(oder  kristalline  Doppelbrechung),  die  an  Eigenschaften  der  Teilchen 
selbst  gebunden  ist  (in  diesem  Falle  sind  die  Abstände  zwischen  den 
Molekelebenen  nicht  in  allen  Richtungen  des  Raumes  gleich,  und  die 
Elektronen,  die  von  dem  einfallenden  Lichtstrahl  zum  Mitschwingen 
gebracht  werden,  können  dementsprechend  nicht  in  allen  Richtungen 
mit  derselben  Leichtigkeit  schwingen),  2.  um  die  sogenannte  Form- 
doppelbrechung  handeln,  die  darauf  beruht,  daß  anisodiametrische 
Teilchen  eines  Mischkörpers  in  einem  Medium  von  anderem  Bre- 
chungsindex angeordnet  sind  (micellare  Doppelbrechung). 

Die  Eigendoppelbrechung  beruht  also  auf  der  optischen  Anisotropie 
der  Teilchen  selber,  deren  Struktur  wohl  in  den  meisten  Fällen 
kristallin  oder  parakristallin  ist.  Auch  in  einem  aus  solchen  Fein- 
bausteinen aufgebauten  Körper  kann  die  Doppelbrechung  verborgen 
bleiben,  wenn  die  Micelle  ungeordnet  liegen,  so  daß  ,,sich  für  alle 
Richtungen  der  gleiche  Mittelwert  der  Brechzahl,  also  statistische 
Anisotropie,  ausbildet“.  Die  Formdoppelbrechung  ist  abhängig 
von  der  „Differenz  der  Brechzahlen  von  Teilchen  und  Dispersions- 
mittel“ sowie  vom  Mischungsverhältnis  beider  und  von  der  aniso- 
diametrischen Form  der  Teilchen  wie  auch  den  im  Verhältnis  zur  Licht- 
wellenlänge kleinen  Durchmessern  und  Abständen.  Nach  der  Theorie 
von  Wiener  verhält  sich  ein  System  aus  stäbigen  Teilchen,  die  mit  der 
Länge  parallel  stehen,  wie  ein  positiv  einachsiger  Körper,  während 
„ein  System  aus  Plättchen,  die  mit  ihren  Flächen  parallel  stehen, 
die  Eigenschaften  eines  negativ  einachsigen  Körpers  darbietet“ 
(Stäbchen-  bzw.  Plättchendoppelbrechung)  (Abb.  2a  u.  b). 

Eigen-  und  Formdoppelbrechung  lassen  sich  durch  den  Imbibi- 
tionsversuch voneinander  unterscheiden . Die  F ormdoppelbrechung 
verschwindet  im  Gegensatz  zur  Eigendoppelbrechung,  wenn  der  Körper 
mit  einer  Flüssigkeit  von  dem  Brechungsindex  seiner  Teilchen  durch- 
tränkt wird,  da  dabei  keine  Differenz  der  Brechzahlen  vorliegt. 
Praktisch  geht  man  meist  so  vor,  daß  der  zu  untersuchende  Körper 
mit  einer  Flüssigkeit  von  hohem  Brechungsindex  (etwa  Glycerin 

< Xylol  < Benzol  < Cedernöl  < Nelkenöl  < Canadabalsam 

< Schwefelkohlenstoff  < Monobromnaphthalin  < konz.  Kalium- 
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quecksilberjodidlösung  usw.)  durchtränkt  wird,  worauf  dann  ,, deren 
Brechzahl  durch  schrittweisen  Zusatz  einer  niedrig  brechenden  Flüs- 
sigkeit“ kontinuierlich  gesenkt  wird,  bis  der  Punkt  desAufhörens  der 
Doppelbrechung  im  monochromatischen  Licht  erreicht  ist,  der  dann 
durch  weiteren  Zusatz  überschritten  wird. 


Abb.  2.  Der  micellare  Bau  doppelbrechender  Körper.  — a)  Stäbchen- 
mischkörper, Orientierung  der  Stäbchen  parallel  zur  Orientierungsachse  AA ; 

b)  Plättchenmischkörper,  Orientierung  der  Plättchen  senkrecht  zur  Orien- 
tierungsachse; c)  und  d)  Doppelbrechung  infolge  dichroitischer  Färbung: 
die  fein  punktierten  Stäbchen  entsprechen  den  geordneten  Micellen  des 
Gewebes,  die  schwarzen  Striche  den  Molekeln  des  färbenden  Körpers; 

c)  Eigendichroismus  infolge  orientierter  Adsorption  dichroitischer  Molekeln ; 

d)  Formdichroismus  infolge  regelloser  Einlagerung  von  absorbierenden 

Molekeln.  — Aus  W.  J.  Schmidt  (1937)  umgezeichnet. 

Eigendoppelbrechung  und  Formdoppelbrechung  können  bei  dem- 
selben Körper,  so  z.  B.  in  einem  geordneten  Dispersoid  mit  aniso- 
diametrischen eigendoppelbrechenden  Teilchen  bestehen,  wobei  sie 
sich  bei  gleichem  Vorzeichen  gegenseitig  verstärken,  bei  entgegen- 
gesetztem verringern. 

Strukturen  mit  einem  gerichteten  Feinbau  können  durch  Ein- 
lagerung färbender  Stoffe  dichroitisch  gemacht  werden,  „ent- 
weder durch  orientierte  Einlagerung  selbstdichroitischer  Stoffe  (orga- 
nische Farbstoffe  oder  Elemente)“,  „oder  aber,  wie  manche  Autoren 
für  bestimmte  Fälle  annehmen,  durch  bloße  Erfüllung  der  Inter- 
micellarlücken  von  einem  ungeordneten  absorbierenden  Material“ 
(Abb.  2 c,  d).  Es  würde  sich  dabei  also  um  eine  Art  „Formdichroismus“ 
handeln,  der  vor  allem  bei  Einlagerung  nicht  dichroitischer  Metalle 
wie  Gold  und  Silber  eintreten  soll. 
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d)  Anwendung  der  polarisationsoptischen  Analyse : Bei  der  polarisations- 
optischen  Untersuchung  der  Histosysteme  geht  man  praktischerweise  so 
vor,  daß  möglichst  zunächst  ein  lebensfrisches  Präparat  des  zu  unter- 
suchenden Objektes  im  polarisierten  Licht  betrachtet  wird.  Dazu  wird  es 
zwischen  zwei  ,, Nicols“  bzw.  zwischen  die  neuerdings  von  den  Zeiß-Werkeh 
herausgebrachten  Polarisationsfilter  nach  Bernatjer  gebracht,  von  denen 
das  im  Kondensor  als  Polarisator  dazu  dient,  das  Objekt  mit  linear  polari- 
siertem Licht  zu  durchleuchten,  während  der  drehbare  Analysator  über 
dem  Okular  es  ermöglicht,  das  polarisierte  Licht  ohne  Verlust  hindurchzu- 
lassen, wenn  seine  Schwingungsrichtung  mit  der  des  Polarisators  überein- 
stimmt, bzw.  das  polarisierte  Licht  teilweise  oder  ganz  auszulöschen,  wenn 
die  Schwingungsrichtung  des  Analysators  mit  der  des  eintretenden  Lichtes 
Winkel  bildet.  (Ein  Nicolsches  Prisma  setzt  sich  bekanntlich  aus  zwei 
diagonal  durchschnittenen  Kalkspatteilstücken  zusammen,  die  mit  Canada- 
balsam  verkittet  werden.  In  ein  solches  Prisma  eintretendes  gewöhnliches 
Licht  wird  in  zwei  polarisierte,  senkrecht  zueinander  schwingende  Anteile 
zerlegt,  von  denen  der  eine,  der  ordentliche  Lichtanteil,  durch  totale  Re- 
flexion an  der  Kittfläche  ausgelöscht  wird,  so  daß  nur  linear  polarisiertes 
Licht,  der  außerordentliche  Strahl,  den  Polarisator  verläßt.)  Das  Sehfeld 
ist  dementsprechend  dunkel,  wenn  die  Schwingungsrichtung  des  polari- 
sierten Lichtes  zu  der  des  Analysators  senkrecht  steht,  also  zwischen  „ge- 
kreuzten Nicols“.  In  diesem  Palle  bleiben  isotrope  Strukturen  dunkel, 
doppelbrechende  dagegen  leuchten  auf  dunklem  Grunde  auf.  Es  gilt  nun, 
ihre  polarisationsoptischen  Eigenschaften  genauer  zu  analysieren.  Das  ge- 
schieht zunächst  durch  Drehen  des  Objekttisches.  Dabei  fallen  die  Schwin- 
gungsrichtungen des  Objektes  und  damit  seine  Indexellipsen  bei  einer 
Drehung  um  360°  viermal  mit  der  Schwingungsrichtung  der  Nicols  zu- 
sammen; das  vom  Polarisator  kommende  Licht  geht  unbeeinflußt  durch 
das  Objekt  hindurch  und  wird  vom  Analysator  ausgelöscht : sog.  Normallage 
oder  Auslöschstellung  (Abb.  3a).  In  den  Zwischenlagen  wird  das  polarisierte 
Licht  durch  das  Objekt  in  zwei  linear  polarisierte  Anteile  zerlegt.  Diese  beiden 


Abb.  3.  Das  Verhalten  eines  Objektes  im  Polarisationsmikroskop.  — 
a)  Auslöschen  und  Auf  hellen  eines  doppelbrechenden  Objektes  zwischen 
gekreuzten  Nicols.  PP  = Schwingungsrichtung  des  Polarisators;  AA  des 
Analysators,  + 45°,  — 45°  die  Diagonallagen.  Die  Auslöschlagen  des  Ob- 
jektes sind  schraffiiert ; b)  c)  d)  Bestimmung  des  optischen  Charakters 
einer  Struktur  mit  Hilfe  der  Gipsplatte  Rot  I.  b und  c Struktur  positiv 
doppelbrechend  in  bezug  auf  die  Länge,  d negativ  doppelbrechend.  — Nach 
W.  J.  Schmidt  (1928),  etwas  verändert. 
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Lichtanteile  werden  durch  den  Analysator  auf  die  gleiche  Schwingungsrichtung 
und  damit  zur  Interferenz  gebracht,  deren  Stärke  natürlich  vom  Gang- 
unterschied (s.  S.  5)  abhängt,  und  der  durch  den  Grad  der  Doppelbrechung 
und  durch  die  Dicke  des  Objektes  bedingt  ist. 

Nachdem  also  zunächst  Doppelbrechung  schlechthin  und  die  Lage  der 
Indexellipse  in  bezug  auf  die  Orientierung  der  Struktur  festgestellt  wurde, 
kann  nun  noch  die  relative  Größe  der  beiden  Achsen  (vgl.  Abb.  3 b,  c,  d) 
bestimmt  werden,  indem  eine  Kristallplatte,  wie  z.  B.  eine  Gipsplatte  be- 
stimmter Dicke,  etwa  Rot  I,  mit  bekannter  Lage  und  bekannten  relativen 
Größen  der  Indexellipsenachsen  zum  Vergleich  in  den  Strahlengang  ein- 
gefügt  wird. 

Die  Gipsplatte  wird  (bei  gekreuztem  Polarisator  und  Analysator)  in 
Diagonallage  eingeschaltet  (so  daß  die  große  Achse  ihrer  Indexellipse  in 
einem  + 45°-Winkel  zu  der  Achse  des  Polarisators  steht),  und  man  unter- 
sucht nun  die  Farbe  des  Objektes,  während  der  Mikroskoptisch  gedreht 
wird.  Dabei  erscheinen  doppelbrechende  Objekte  wie  etwa  Fibrillen,  Skelet- 
elemente usw.,  die  ohne  Gipsplatte  weißlich  aufleuchten,  einmal  mehr  blau, 
dann  gelb  und  in  den  Zwischenlagen  rot.  Da  die  Indexellipse  in  der  Gips- 
platte bekajint  ist,  kann  man  das  Vorzeichen  der  Doppelbrechung  des  Ob- 
jektes leicht  bestimmen.  Liegen  die  Indexellipsen  in  Objekt  und  Gips  parallel, 
so  addieren  sich  die  Gangunterschiede,  und  in  dieser  Additionslage  erscheinen 
blaue  bis  blaugrüne  Farben,  liegen  sie  gekreuzt,  so  leuchtet  das  Objekt  in 
dieser  Subtraktionslage  orange  bis  gelb  auf.  In  bezug  auf  die  Länge  positiv 
einachsig  doppelbrechende  Fibrillen  (die  meisten  tierischen  Fasern)  er- 
scheinen daher  unter  -f-  45°  blau,  unter  - — 45°  gelb,  negativ  einachsig  doppel- 
brechende (wie  etwa  Spermienköpfe,  Kirschgummifäden)  unter  -f-  45°  gelb, 
unter  — 45°  blau. 

Nun  können  auch  noch  die  beiden  Brechzahlen,  die  ja  den  Achsen  der 
Indexellipsen  entsprechen,  bestimmt  werden.  Dazu  wird  nur  der  Polarisa- 
tor eingeschaltet  und  zunächst  die  eine,  dann  die  andere  Achse  der  Index- 
ellipse des  Objektes  der  Schwingungsrichtung  des  vom  Polarisator  kommen- 
den Lichtes  parallel  gestellt.  Man  kann  nun  die  Brechzahl  der  das  Objekt 
imbibierenden  Flüssigkeit  verändern,  bis  dieses  in  monochromatischem  Licht 
unsichtbar  wird.  Dabei  stimmt  dann  die  bekannte  Brechzahl  der  Flüssig- 
keit mit  der  des  Objektes  überein!  Der  Gangunterschied  kann  endlich  mit 
Hilfe  eines  Quarzkeil-Kompensators  gemessen  werden.  Auf  Dichroismus 
wird  geprüft,  indem  man  nur  einen  Nicol,  etwa  den  Polarisator,  einschaltet. 
Die  Schwingungsrichtung  des  Nicols  wird  nun  zuerst  auf  die  eine,  dann  auf  die 
andere  der  beiden  Schwingungsrichtungen  des  Objektes  eingestellt,  und  man 
untersucht  dabei  die  Absorptionsverhältnisse. 

e)  Bedeutung  der  polarisationsoptischen  Analyse : Die  polarisations- 
op tische  Untersuchung  hat  vor  allem  deswegen  eine  große  Bedeutung 
für  die  Strukturanalyse  von  Histosystemen  erlangt,  weil  es  mit  ihrer 
Hilfe  gelingt,  das  Zustandekommen  einer  feinbaulichen  micellaren 
Ordnung  zu  analysieren  und  dabei  die  Erfahrungen  der  Kolloid- 
chemiker an  leblosem  Material  auch  auf  die  Strukturbildung  belebter 
Systeme  zu  übertragen.  Aus  ,, Formdoppelbrechung“  läßt  sich  ohne 
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weiteres  auf  „regelmäßig  geordnete  anisodiametrische  Feinbausteine“, 
deren  „größerer  Durchmesser  der  großen  Achse  der  wirksamen 
Indexellipse  parallel  geht“,  schließen.  Da  bei  allen  bisher  daraufhin 
geprüften  doppelbrechenden  Geweben  aus  dem  Tierkörper  (z.  B. 
Chitin,  Zahnschmelz,  Muskelfasern,  kollagene  Fasern)  Form-  und 
Eigendoppelbrechung  nachgewiesen  wurde,  müssen  die  Submikronen 
anisotrope  Struktur  besitzen.  Weiterhin  ergibt  sich  aus  dem  positiven 
Vorzeichen  einer  Formdoppelbrechung,  daß  die  Micelle  Stäbchen 
darstellen.  So  sind  nach  W.  J.  Schmidt  „Teilchen  in  Eiweißlösungen 
auch  von  synthetisch  hergestellten  Polypeptiden  sowie  in  natürlichen 
und  künstlichen  Fibrillen  aus  Eiweißstoffen  stets  positiv  in  bezug  auf 
die  Orientierungsrichtung  bzw.  Faserachse  befunden  worden“.  „Ne- 
gative Micelle  sind  unter  tierischen  Geweben  nur  bei  Chitin  und 
Nucleoproteiden  (Nucleinsäure)  bekannt  geworden.“ 

Durch  dichroitische  Färbung  können  weiterhin  anisodiametrisch 
geordnete  Intermicellarlücken  nachgewiesen  werden.  Außerdem 
läßt  sich  z.  B.  durch  dichroitische  Färbung  mit  Gold  die  Doppel- 
brechung in  feinsten  Strukturen  wie  z.  B.  Cilien  so  steigern,  daß  auch 
hier  noch  eine  feinbauliche  Analyse  möglich  wird.  In  gewisser  Weise 
ist  die  dichroitische  Färbung  vergleichbar  mit  der  Erscheinung,  daß 
viele  Histosysteme  aus  verschiedenartigen  Micellen  bestehen,  die  durch 
Auflösung  des  einen  Bestandteils  durch  Säuren,  Lipoid-Lösungs- 
mittel usw.  voneinander  getrennt  werden  können.  Das  interessanteste 
Beispiel,  das  W.  J.  Schmidt  hierfür  anführt,  ist  wohl  die  Knochen- 
substanz, in  der  die  „kristallin  ausfallenden  Erdsalze  von  den  bereits 
gebildeten  kollagenen  Fasern  orientiert  adsorbiert  werden“,  und  bei 
der  „sowohl  der  eine  (Kollagen)  wie  der  andere  Bestandteil  (Erd- 
salze) aus  dem  Gewebe  entfernt  werden  kann“.  Ähnliche  Verhält- 
nisse findet  man  bei  Nervenfasern  und  in  den  Sehzellen  der  Retina 
(„in  der  eiweißartigen  Grundlage  der  Markscheide  der  Nervenfasern 
und  den  Außengliedern  der  Stäbchen-  und  Zäpfchenzellen  der  Wirbel- 
tiernetzhaut ist  ein  Lipoid  orientiert  eingelagert“). 

Das  Zustandekommen  einer  solchen  feinbaulichen  Ordnung  ist 
nun  aber  z.  T.  mechanisch  bzw.  physikalisch-chemisch  zu  erklären. 
Bekanntlich  werden  in  Gelen  und  Solen  ungeordnete  Micelle  ge- 
richtet geordnet  durch  Zug,  Druck,  Dehnung  und  Entquellung  (vgl. 
u.  a.  die  Bedeutung  einer  „Matrize“  mit  gerichtet  angeordneten 
Fibrillen  für  das  Wachstum  der  Zellen  in  Gewebekulturen  S.  331). 
So  genügt  das  Ausziehen  von  Fäden  zwischen  den  Fingern,  das  Aus- 
spritzen von  Eiweißlösung  aus  einer  Pravazspritze  in  Alkohol,  um 
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die  Teilchen  zn  ordnen  und  dadurch  die  entstandene  Struktur  doppel- 
brechend zu  machen.  Charakteristisch  ist  ferner  die  Einstellung  der 
Micelle  an  Phasengrenzen.  Lipoidmoleküle  scheinen  sich  hier  mit  der 
Länge  senkrecht  zu  Grenzflächen  zu  orientieren  (,, optisch  einachsige 
Orientierung“),  während  Eiweißmoleküle  wohl  stets  mit  ihrer  Länge 
der  Oberfläche  parallel  liegen.  Eine  große  Reihe  von  Formbildungs- 
prozessen, vor  allem  in  Stützsubstanzen,  lassen  sich  letzten  Endes 
durch  entsprechende  polarisationsoptisch  zu  analysierende  Er- 
scheinungen erklären. 

Nur  mit  einem  Beispiel  sei  angedeutet,  wie  wichtig  die  polari- 
sationsoptische Analyse  für  ein  tieferes  Verständnis  biologischer  Vor- 
gänge ist:  Bei  der  Bildung  des  Spermiums 
geht  der  Kopf  aus  dem  Kern  der  Spermatide 
durch  Kondensation  und  Entquellung  hervor. 

Er  besteht  fast  ganz  aus  Nucleoproteiden 
(vgl.  S.  229),  und  zwar  handelt  es  sich  um 
ein  neutrales  Salz  der  Nucleinsäure  mit 
einem  basischen  Eiweiß  (bei  Lachsspermien 
z.  B.  Protamin).  W.  J.  Schmidt  untersuchte 
nun  die  Doppelbrechung  der  Spermien  von 
Sepia,  deren  Köpfe  in  bezug  auf  die  Länge 
negativ  doppelbrechend  sind,  wobei  die 
optische  Achse  etwa  mit  der  Längsachse 
des  Kopfstückes  zusammenfällt  (Abb.  4). 

(Die  Köpfe  blieben  bei  Längsdurchsicht 
zwischen  gekreuzten  Nicols  dunkel.)  Die 
Doppelbrechung  ist  auch  in  Canadabalsam, 
in  dem  die  Spermien  im  durchf  all  enden  Licht 
fast  unsichtbar  sind,  unverändert.  Es  han- 
delt sich  demnach  um  eine  negativ  ein- 
achsige Eigendoppelbrechung.  Im  lebenden 
Präparat  nehmen  die  Köpfe  je  nach  ihrer 
Lage  eine  gelbe,  blaue  oder  rote  Farbe  beim 
Einschalten  der  Gipsplatte  Rot  I an.  (Die 
Brechzahl  für  das  parallel  der  Länge  schwin- 
gende Licht  war  1,501,  für  das  quer  zur 
Länge  schwingende  Licht  1,544.  Die  Doppel- 
brechung war  daher  0,043,  der  Gangunter- 
schied eines  Spermiums  75  m/a.)  Diese 
Zahlen  veränderten  sich  nur  wenig  bei 


Abb.  4.  Die  polarisa- 
tionsoptische Analyse 
des  Sepia  - Spermiums. 
— - a)  Übersicht  des  vor- 
deren Teües  (schwarz 
der  chromatische  An- 
teü);  b)  Anordnung  der 
Submikronen  im  chro- 
matischen Anteil  gemäß 
der  Optik ; c)  Optik  eines 
einzelnen  Submikrons ; 
Na  — Schwingungsrich- 
tung der  außerordent- 
lichen, N0  der  ordent- 
lichen Welle.  — Aus 
W.  J.  Schmidt  (1937) 
umgezeichnet. 
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Einbettung  der  Spermien  in  Canadabalsam,  woraus  zu  schließen 
ist,  daß  ihre  Köpfe  maximal  entquollen  waren.  Bei  Abkugelung 
der  Spermienköpfe  unter  dem  Einfluß  von  Essigsäure  ver- 
schwindet auch  die  Doppelbrechung.  Dies  läßt  auf  eine  Quellung 
schließen.  Durch  vergleichende  Untersuchung  der  Spermien  ver- 
schiedener Tiere  ergaben  sich  noch  eine  Fülle  weiterer  Besonderheiten, 
auch  in  bezug  auf  den  Bau  des  Spitzen-  und  Verbindungsstückes, 
die  z.  T.  bisher  an  lebenden  und  gefärbten  Präparaten  der  Beobach- 
tung entgangen  waren.  Weiterhin  gelang  es,  durch  verschiedene 
Farbstoffe,  wie  z.  B.  Thionin,  Toluidinblau,  sowie  durch  Gold  Di- 
chroismus zu  erzeugen. 

Bedeutungsvoll  sind  polarisationsoptische  Untersuchungen  auch 
bei  der  Analyse  der  mit  der  Eireifung  und  Befruchtung  verbundenen 
Vorgänge,  um  die  Entmischung  lipoider  Substanzen,  die  Eihüllen- 
bildung (vgl.  S.257)  usw.  zu  verfolgen.  Nachdem  W.  J.  Schmidt  neuer- 
dings auch  in  sich  furchenden  lebenden  Seeigeleiern  bei  Chromosomen 
und  Spindelfiguren  Doppelbrechung  nachweisen  konnte,  erscheint 
es  vielleicht  angezeigt,  auch  die  Mechanik  der  Mitose  mit  dieser  Methode 
erneut  zu  untersuchen. 

4.  Mechanische  und  physikalisch-chemische  Analysen 
des  Micellarbaues 

In  diesem  Zusammenhang  sei  noch  kurz  darauf  hingewiesen,  daß  auch 
aus  Quellungs-,  Entquellungs-  und  Kohäsionsexperimenten  ge- 
wisse Hinweise  auf  den  Micellarbau  zu  entnehmen  sind.  Schon  Nägeli  deutete 
die  gerichtete  ungleiche  Ausdehnung  pflanzlicher  Zellmembranen  bei  Wasser- 
aufnahme als  Folge  des  geordneten  Aufbaues  aus  anisodiametrischen  Par- 
tikeln. In  entsprechender  Weise  nehmen  tierische  Fibrillen  bei  Quellung 
in  angesäuertem  Wasser  an  Umfang  sehr  stark,  weniger  jedoch  in  der  Länge 
zu,  was  wohl  so  zu  erklären  ist,  daß  Wasser  vor  allem  an  den  Längsseiten 
der  die  Fibrillen  aufbauenden  und  längs  ausgerichteten  Stäbchenmicelle 
eingelagert  wird.  Mit  diesen  Vorstellungen  steht  in  Einklang  die  leichte 
Spaltbarkeit  von  Strukturen  aus  längsgerichteten  Elementen  im  Gegensatz 
zu  ihrer  viel  größeren  Zerreißfestigkeit.  Bei  Fibrillen  wird  diese  Erscheinung 
als  anisodiametrische  Kohäsion  (Minimum  der  Kohäsion  in  der  Querrich- 
tung, Maximum  in  der  Längsrichtung)  gedeutet.  Es  soll  hier  nicht  weiter 
erörtert  werden,  wie  weit  es  berechtigt  ist,  aus  solchen  Erscheinungen  auf 
bestimmte  engere  Beziehungen  der  Hauptvalenzketten  hochpolymerer  Mole- 
küle zu  schließen.  Hier  bahnt  sich  jedenfalls  zunehmend  eine  Synthese 
verschiedener  Forschungsrichtungen  an:  am  Problem  der  Ultrastruktur 
von  Fasern  und  Membranen  arbeiten  heute  sowohl  Histologen  als  auch 
Kolloidchemiker  und  Protoplasmaphysiologen  (vgl.  d.  Arbeiten  von  K.  H. 
Meyer  und  H.  Mark,  A.  Frey-Wyssling,  W.  J.  Schmidt  u.  a.).  — Es 
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steht  zu  hoffen,  daß  eine  genauere  Kenntnis  des  micellaren  und  vor  allem 
des  molekularen  Baues  der  Naturstoffe  uns  letzten  Endes  auch  eine 
chemische  Vorstellung  vom  Wachstum  der  histologischen  Strukturen  er- 
möglichen wird. 

5.  Röntgenographie  und  Elektronenmikroskop 

a)  Röntgenographie:  Noch  tiefer  führt  die  Röntgenographie  (Röntgeno- 
skopie) in  die  Dimensionen  der  Moleküle  und  Molekülverbände,  die  aller- 
dings verhältnismäßig  viel  weniger  für  histologische  Zwecke  ausgenutzt 
wurde.  Röntgenstrahlen  werden  bekanntlich  von  Strukturen,  die  ihrer 
Wellenlänge  adäquat  sind,  abgelenkt.  So  kommen  dann  bei  photographischen 
Aufnahmen  die  Röntgendiagramme  zustande,  aus  denen  auf  die  Feinstruktur 
geschlossen  werden  kann:  amorpher  oder  kristalliner  Aufbau,  bzw.  kristalliner 
Zustand;  Aufbau  aus  Einzelkristallen  oder  Aggregaten  von  Kristallen  oder 
Kristalliten ; weiterhin  ergeben  sich  Anhaltspunkte  über  die  Dimensionen 
und  die  Symmetrieverhältnisse  des  Kristallbaues. 

Das  Verständnis  der  Röntgenoskopie  ist  nicht  so  schwierig,  wenn  man 
von  der  Erscheinung  des  Beugungsspektrums  ausgeht.  Dies  entsteht  bekannt- 
lich infolge  von  Interferenzerscheinungen  der  bei  dem  Durchgang  durch 
ein  System  paralleler  Spalten  abgebeugten  Lichtanteile.  Bei  monochroma- 
tischem Licht  entstehen  so  Streifen  verschiedener  Helligkeit,  wenn  Spalt- 
breite und  gegenseitiger  Abstand  der  Spalte  etwa  von  der  Größenordnung 
der  Wellenlänge  des  Lichtes  sind  (also  etwa  1 /x  betragen).  Man  kann  sich 
nun  ohne  weiteres  vorstellen,  daß  ganz  entsprechende  Erscheinungen  wie 
beim  Spaltgitter  (Beugungsgitter)  durch  ein  Punktgitter  und  natürlich  auch 
durch  ein  dreidimensionales  Raumgitter  entstehen,  sofern  die  Bedingungen 
des  regelmäßigen  gegenseitigen  Abstandes,  der  gleichmäßigen  Größe  der 
Struktur,  des  Adäquatseins  in  der  Größenordnung  — und  natürlich  auch 
einer  nicht  zu  dicken  zu  durchlaufenden  Schicht  — gewahrt  sind. 

Ganz  dasselbe  gilt  für  Röntgenstrahlen  mit  dem  einzigen  Unterschied, 
daß  der  Abstand  der  ,,  Gitter  punkte“  infolge  der  kürzeren  Wellenlänge 
(z.  B.  etwa  1,5  Ä)  nicht  1 /x,  sondern  etwa  1 Ä betragen,  also  von  der  Größen- 
ordnung der  Abstände  zwischen  Atomen  und  Atomverbänden  in  Kristallen 
sein  muß.  Aus  dem  Beugungsspektrum,  das  auf  einer  photographischen 
Platte  von  einem  dünnen  Bündel  von  Röntgenstrahlen  mit  bestimmter 
Wellenlänge  nach  Durchlaufen  des  Objektes  entsteht,  kann  man  dann  aus 
dem  Abstand  der  Punkte  (Laue -Diagramm)  oder  aus  dem  Radius  der  Kreise 
(DEBYE-ScHERRER-Diagramm)  die  Gitterdimensionen  berechnen  bzw.  ge- 
wisse Rückschlüsse  auf  Gestalt,  Größe  und  Anordnung  der  Micelle  ziehen. 

b)  Elektronenmikroskop : In  letzter  Zeit  wurde  mit  Hilfe  des  Elektronen - 
mikroskopes  ein  ganz  neues  Prinzip  der  Untersuchung  biologischer  Objekte 
erarbeitet  (E.  Brüche  und  O.  Scherzer  1934,  L.  Marton  1934,  1935). 
Als  ,, Licht“  dienen  Elektronenstrahlen,  als  ,, Linsen“  elektrische  oder  magne- 
tische Felder.  Das  Bild  wird  dabei  auf  einen  Fluorescenzschirm  projiziert 
und  kann  dort  auch  photographiert  werden.  Der  Vorzug  der  Apparatur 
liegt  in  dem  starken  Auflösungsvermögen,  das  durch  die  Anwendung  hoher 
elektrischer  und  magnetischer  Feldstärken  hervorgerufen  wird.  Es  kann  eine 
etwa  40  mal  so  starke  „nützliche  Vergrößerung“  erzielt  werden,  als  es  mit 
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den  besten  Mikroskopen  bisher  möglich  war.  Außerdem  handelt  es  sich  im 
Gegensatz  zu  den  Beugungsbildern  des  Ultramikroskops  um  eine  direkte 
Abbildung.)  Praktisch  scheitert  das  Elektronenmikroskop  — ganz  abgesehen 
von  den  sehr  hohen  Kosten  der  Apparatur  — für  histologische  Zwecke 
vorläufig  daran,  daß  die  Objekte  mit  Metallen  imprägniert  und  im  Vakuum 
untersucht  werden  müssen,  und  außerdem  bald  durch  die  auftreffenden 
Elektronenstrahlen  zerstört  werden.  Außerdem  beträgt  die  Durchdringungs- 
tiefe nur  wenige  m/i : die  Objekte  müssen  also  äußerst  dünn  sein.  Die  Apparatur 
ist  auch  noch  nicht  soweit  entwickelt,  daß  sie  bis  an  die  Grenzendes  Auflösungs- 
vermögens ausgenutzt  werden  könnte.  Die  bisher  vorliegenden,  bei  schwäche- 
ren Vergrößerungen  aufgenommenen  Bilder,  sind  gegenüber  entsprechend 
vergrößerten  mikroskopischen  Aufnahmen  noch  mit  bedeutenden  Mängeln 
behaftet  (vgl.  dagegen  aber  auch  F.  Krause  1938). 

6.  Methoden  der  Fluorescenzmikroskopie 

Die  Fluorescenz  kommt  bekanntlich  dadurch  zustande,  daß  manche 
Körper  bei  Beleuchtung  mit  kurzwelligem,  sichtbaren  oder  unsichtbaren 
Licht,  vor  allem  mit  ultraviolettem  Licht  (oder  Röntgen-  bzw.  Kathoden- 
strahlen) langwelligeres  Licht  ausstrahlen.  Farbton  und  Helligkeit  dieses 
Fluorescenzlichtes  sind  dabei  meist  für  den  betreffenden  Stoff  charakte- 
ristisch. Um  nun  diese  Eigenfluorescenz  (im  Gegensatz  zu  der  sekundären 
Fluorescenz  nach  Behandlung  mit  fluorescierenden  Fremdstoffen  s.  unten) 
zu  untersuchen,  wird  das  Präparat  (vor  allem  Schnitte  frischen  und  nicht 
zu  lange  formolfixierten  Materials)  mit  kurzwelligem  Licht  einer  an  solchen 
Strahlen  reichen  Lichtquelle  durchleuchtet,  während  alles  sichtbare  Licht 
durch  sog.  Schwarzgläser  (Filter  mit  einer  Durchlässigkeit  für  Licht  zwischen 
3000  und  4000  Ä-E.)  unter  Zwischenschaltung  einer  Kupfervitriollösung 
(zur  Absorption  auch  des  dunkelroten  Lichtes)  weggefiltert  wird.  Es  er- 
scheinen dakn  im  Mikroskop  nur  die  fluorescierenden  Strukturen.  Von 
Wirbeltiergeweben  leuchtet  z.  B.  kollagenes  Bindegewebe  nach  M.  Haitinger 
(1934)  schwach  bläulich,  elastisches  Gewebe  stark  blau  weiß,  Knorpel  hell- 
blau, Knochen  und  Kalk  weißlich,  als  gelbliche  Pünktchen  fallen  vielfach 
einfach  brechende  Lipoide  und  Lipofuscinkörnchen  auf.  Leuchtend  rot  er- 
scheint dagegen  Porphyrin  (vgl.  auch  S.  95). 

Eine  noch  stärkere  Differenzierung  tierischer  Gewebe  kann  vielfach  durch 
Erregung  sekundärer  Fluorescenz  durch  Behandlung  mit  stark  ver- 
dünnten Lösungen  (1 : 1000  bis  1 : 5000000,  z.  B.  Trypaflavin)  fluorescierender, 
selektiv  festgehaltener  Stoffe,  der  sog.  Fluorochrome,  erreicht  werden.  Nach 
Adsorption  pflegen  solche  Fluorochrome,  vor  allem  im  trockenen  Präparat, 
viel  stärker  zu  fluorescieren  als  in  der  Lösung,  die  manchmal  infolge  des 
Verdünnungsgrades  überhaupt  nicht  mehr  fluoresciert.  Haitinger  führt 
als  besonders  brauchbare  Fluorochrome  Acridin-,  Diphenylamin-,  Xanthen- 
und  Azofarbstoffe  sowie  bestimmte  Pflanzenextrakte  an  (wie  z.  B.  Extrakt 
der  Wurzeln  von  Chelidonium  maius  mit  drei  verschiedenen  Alkaloiden). 
Es  lassen  sich  unter  Umständen  durch  Kombination  verschiedener  Fluoro- 
chrome Bilder  erzielen,  die  an  Leuchtkraft  und  Verschiedenheit  der  Farb- 
töne histologische  Schnittpräparate  übertreffen,  zumal  die  Fluorochrome  mit 
den  Ge webssubstraten  teilweise  ganz  andere  Effekte  geben  als  ohne  diese. 
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Kapitel  II 

Die  lebende  Substanz  als  kolloides  System 
1.  Allgemeines 

Es  würde  den  Rahmen  dieses  Grundrisses  überschreiten,  hier  das  ge- 
samte vorliegende  Material  über  die  Kolloidchemie  des  Protoplasmas  anzu- 
führen.  Daher  müssen  besonders  rein  physiologische  Fragen  der  kolloiden 
Zustandsänderungen,  Viscosität,  Permeabilität,  Phasengrenzen  und  ihre 
Potentiale  an  dieser  Stelle  außer  acht  gelassen  werden.  Es  können  hier  auch 
nicht  die  Grundlagen  der  sogenannten  Ultramikroskopie  und  die  Grundzüge 
der  Kolloidchemie  behandelt  werden.  Es  sollen  vielmehr  nur  diejenigen 
Erscheinungen  besprochen  werden,  die  unmittelbar  geeignet  sind,  die  histo- 
logische Betrachtungsweise  zu  erweitern. 

Bis  in  unsere  Tage  bewegte  den  Biologen  die  Frage,  wie  der  be- 
sondere „festweiche44  „Aggregatzustand44  der  lebenden  Substanz  zu 
charakterisieren  sei,  und  ob  dem  Protoplasma  eine  ihm  eigentüm- 
liche Struktur  zukäme.  Die  starren,  älteren  Vorstellungen,  wie  sie 
sich  etwa  ausprägten  in  C.  Fromm  ans  Gerüst-  oder  Netztheorie  des 
Protoplasmas  (1875),  Flemmjngs  Filartheorie  (1882),  Altmanns 
Granulalehre  (1894)  und  Bütschlis  Auffassung  vom  Wabenbau  des 
Protoplasmas  (1898),  sind  heute  durch  die  dynamische  kolloid- 
chemische Betrachtungsweise  abgelöst  worden.  Damit  haben  wir 
auf  gegeben,  im  Protoplasma  eine  beständige  ,,  Grundstruktur 4 4 zu 
erkennen,  und  versuchen  vielmehr,  seiner  Ultrastruktur  durch  die 
Methoden  der  Kolloidchemie  näher  zu  kommen,  vor  allem  durch  die 
Dunkelfeldmikroskopie. 

In  dieser  modernen  kolloidchemischen  Betrachtungsweise  sind  die 
mikroskopischen  Strukturen  nicht  mehr  feste  Formelemente,  sondern 
mehr  oder  minder  vergängliche  Phänomene,  welche  durch  reversible 
Reaktionen  und  Zustandsänderungen  der  kolloiden  Plasma- 
materialien bedingt  sind,  und  die  also  letzten  Endes  aus  dem  Zusam- 
menspiel physikalisch-chemischer  Kräfte  zu  begreifen  sind,  welche 
sowohl  im  Zellinnern  als  auch*  im  Milieu  lokalisiert  sein  können. 

2.  Die  ultramikroskopische  Untersuchung  des  kolloiden  Zustandes 

Im  durchfallenden  Licht  erscheint  das  Hyaloplasma  gewöhnlich 
optisch  leer,  auch  bei  stärksten  Vergrößerungen.  Infolge  ihrer  Licht- 
brechungsunterschiede gegen  das  Grundplasma  erkennt  man  oft 
eingelagerte  Stäbchen,  Granula  u.  a.  Trotz  seiner  scheinbaren  opti- 
schen Homogenität  kann  im  Grundplasma  eine  Struktur  vorliegen, 
die  im  Hellfeld  verborgen  bleibt,  weil  ihre  Elemente  zu  klein  oder  ihre 
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Brechungsunterschiede  gegenüber  den  anderen  Strukturelementen 
oder  der  Plasmagrnndmasse  zu  gering  sind.  Es  gibt  zwei  prinzipiell 
verschiedene  Möglichkeiten,  dieses  Problem  zu  lösen:  1.  können 
wir  unter  Verzicht  auf  naturgetreue  Abbildung  der  Strukturelemente 
durch  die  Dunkelfeld- (Ultra- )mikroskopie  die  Leistungsgrenze  des 
Mikroskopes  bis  in  kolloide  Größenordnungen  erweitern  (vgl.  S.  3) ; 
2.  können  wir  die  Brechungsverhältnisse  der  verschiedenen  struktur- 
gebenden Phasen  durch  reversible  Plasmaverdichtung  (bzw.  Gel- 
bildung) experimentell  abändern  oder  die  „Schaumstrukturen“  des 
lebenden  Plasmas  durch  Quellungsversuche  vergröbern. 


Abb.  5.  Paramaecien  im  Dunkelfeld.  Hellglänzend  erscheinen  die  Schewia- 
koff sehen  Kristalle,  etwas  matter  Makronucleus  und  Nahrungsvakuolen , 
dunkel  die  pulsierende  Vakuole.  Die  diffuse  Helligkeit  des  Makronucleus 
beruht  auf  Submikronenleuchten , der  graue  Ton  des  Grundplasmas  auf  der 
Lichtbrechung  durch  zahlreiche,  bei  dieser  Vergrößerung  kaum  zu  erkennende 

,,Mikrosomen“.  Orig. 

Die  Abbildungen  5 und  6 zeigen  bei  zwei  verschiedenen  Objekten  die 
Möglichkeiten  der  'Dunkelfeldbeleuchtung : in  den  Lymphocyten  der 
Schabe  leuchten  die  Mitochondrien  im  Dunkelfeld  weißglänzend  auf 
und  werden  so  viel  deutlicher  als  im  Hellfeld;  bei  den  Paramaecien 
erscheint  der  Makronucleus,  dessen  Lage  im  Hellfeld  im  wesentlichen 
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nur  durch  eine  einschlußfreie  Zone  angedeutet  ist,  als  bläulich-silbern 
glänzende  Struktur.  Spek  unterscheidet  dieses  milchige  Leuchten  als 
S u b - oder  Amikronenleuchten  von  dem  Mikronen- 
leuchten  der  Granula  und  anderer  Plasmaeinschlüsse,  bei  denen  das 
Licht  vielfach  nur  an  der  Phasengrenze  zum  Grundplasma  abgebeugt 
wird.  Es  gibt  uns  die  Möglichkeit,  optisch  bis  zur  kolloiden  Ultrastruktur 
des  Protoplasmas  und  seiner  Zustandsänderungen  vorzudringen.  So 
ist  wohl  aus  dem  Aufleuchten  des  Makronucleus  zu  schließen,  daß  er 
relativ  viel  dichter  als  das  Plasma  und  gelartig  erstarrt  sein  muß. 


Abb.  6.  Lymphocyten  der  Schabe  Periplaneta  armricana  im  Dunkelfeld.  Kern 
und  Protoplasma  optisch  leer,  solange  die  Zellen  ungeschädigt  bleiben.  Da- 
gegen leuchten  die  Mitochondrien  an  der  Phasengrenze  zum  Hyaloplasma  auf 
(vgl.  die  beiden  besonders  mitochondrienarmen  Zellen  links  oben  und  rechts 

oben).  Orig. 

Außerdem  aber  können  Emulsionsstrukturen,  die  im  durchfallenden 
Licht  nicht  zu  bemerken  sind,  bei  relativ  schwachen  Vergrößerungen 
erkannt  werden,  da  ,,die  Summe  der  Grenzflächen  einer  an  sich  un- 
deutlichen Struktur  ein  diffuses,  graues  bis  weißliches  Licht  erzeugen 
kann“  (Spek  1928).  Um  zu  entscheiden,  ob  es  sich  gegebenenfalls 

2 a* 
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um  Submikronenleuchten  oder  um  ein  diffuses  Leuchten  von  Struk- 
turen mikroskopischer  Größenordnung  handelt,  schlägt  Spek  vor, 
experimentell  durch  Änderung  der  kolloiden  Verhältnisse  eine 
Struktur  Vergröberung  zu  erzeugen.  Im  einfachsten  Fall  genügt,  das 
Plasma  in  das  umgebende  Medium  ausfließen  zu  lassen,  z.  B.  durch 
Zerquetschen  der  Zellen.  Dann  leuchten  oft  die  vorher  undeutlichen 
Alveolarstrukturen  im  Plasma  vorübergehend  als  Bläschen  bis  zu 
ihrer  Auflösung  stärker  auf. 

Vielfach  leuchten  Strukturen  im  Dunkelfeld  farbig  auf,  so  z.  B. 
die  Makronuclei  mancher  Infusorien  himmelblau  oder  mehr  grünlich- 
blau, die  Eizellen  von  Beroe  smaragdgrün.  Als  Kriterium  für  Fluores- 
cenz  (vgl.  S.  16)  bzw.  Lichtsplitterung  an  Phasengrenzen  kann  dabei 
der  Unterschied  in  der  Wellenlänge  zwischen  beleuchtendem  und 
beobachtetem  Licht  dienen.  So  scheint  nach  der  polarisations- 
optischen Analyse  von  Spek  das  farbige  Leuchten  der  Beroe- Eier 
nicht  auf  einer  Abbeugung  des  Lichtes  an  Strukturen  kolloider 
Größenordnung  zu  beruhen,  sondern  entweder  auf  selektiver  Bre- 
chung oder  auf  Fluorescenz,  so  daß  zur  Zeit  diese  Erscheinung  noch 
keine  tieferen  Einblicke  in  die  Ultrastruktur  des  Plasmas  bietet. 
Vor  allem  bei  kolloiden  Metallösungen  kann  aus  der  Farbe  sogar 
ein  gewisser  Kückschluß  auf  die  Teilchengröße  gezogen  werden  (vgl. 
Wo.  Ostwald  1924  und  H.  Zocher  1928),  doch  ist  diese  Möglichkeit 
für  die  Biokolloide  wohl  noch  nicht  systematisch  ausgewertet  worden 
und  auch  schwer  durchführbar. 

3.  Die  Reaktionen  der  Biokolloide  auf  Umweltseinflüsse 

Bedeutungsvoll  sind  auch  Giersbergs  (1922),  Speks  (1921,  1924) 
u.  a.  Versuche,  das  kolloide  System  lebender  Zellen  vom  Milieu  aus  zu 
ändern.  Schon  durch  geringfügige  Zusätze  physiologischer  Salze  kann 
oft  eine  reversible  Dispersitätsverringerung  der  Plasmakolloide  herbei- 
geführt werden,  die  eine  Trübung  im  Plasma  bewirkt,  wie  entsprechende 
Fällungs versuche  des  Kolloidchemikers  im  Reagenzglas.  Derartige 
Versuche  gelangen  besonders  gut  bei  Actinosphaerium  durch  Zusatz 
von  0,4  cm3  einer  0,3  mol  KCl-Lösung  auf  300  cm3  Kulturflüssigkeit 
(Spek  1928).  Nach  einigen  Stunden  trat  bei  schwacher  Vergrößerung 
im  durchfallenden  Licht  eine  bräunliche  Plasmatrübung  und  im 
Dunkelfeld  ein  intensives  diffuses  weißes  Leuchten  auf.  Diese  Mög- 
lichkeit verlockte  dazu,  die  Fällungsreihe  der  Ionen  (Kationen  Cs  < Rb 

< K < Na  <Li  < Ca;  Anionen  SC  < J < Br  < N03  < C103  < CI 

< Acetat  < S04)  auch  am  lebenden  Plasma  und  gleichzeitig  damit 
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die  Permeabilitäts Verhältnisse  für  die  verschiedenen  Ionen  zu  unter- 
suchen. Jedoch  entsprachen  die  Trübungserscheinungen  zunächst 
keineswegs  den  Erwartungen  bezüglich  der  Fällungsreihe:  die  Salze 
mit  stärker  fällenden  Ionen,  wie  z.  B.  CaCl2,  trübten  bei  Zusatz  zum 
Milieu  überhaupt  nicht.  Versuche,  diese  Salzlösungen  in  die  lebenden 
Zellen  selbst  zu  injizieren,  zeigten  jedoch,  daß  die  lebenden  kollo- 
iden Systeme  sich  in  dieser  Hinsicht  nicht  grundsätzlich  anders 
als  die  übrigen  kolloiden  Systeme  verhalten.  Sofort  ergab  sich  nun 
eine  Wirkung,  die  durchaus  der  Stellung  der  betreffenden  Ionen  in 
der  Fällungsreihe  entsprach;  das  gleiche  trat  ein,  wenn  Zellen  in 
diesen  Lösungen  zerschnitten  wurden.  So  wurde  Spek  zu  seiner 
Abdichtungstheorie  geführt,  nach  der  die  Ionen  entsprechend 
ihrer  Stellung  in  der  Fällungsreihe  zunächst  an  der  Zelloberfläche 
fällen  und  diese  damit ,, abdichten4  ‘ , mithin  sie  für  sich  selbst  mehr  oder 
weniger  impermeabel  machen.  Wahrscheinlich  ist  damit  auch  zu  er- 
klären, warum  wenig  fällende  Elektrolyte  allmählich  ins  Zellinnere 
gelangen  und  dort  dann  ihre  Wirkung  entfalten,  während  die  stärker 
fällenden  infolge  ihrer  höheren  Abdichtung  gar  nicht  einzudringen 
vermögen.  Damit  war  gleichzeitig  ein  neuer  Weg  für  Permeabilitäts- 
untersuchungen gewiesen.  Weiterhin  erscheint  auch  verständlich, 
weshalb  reine  KCl-Lösung  für  einen  Organismus  giftig,  reine  NaCl- 
Lösung  als  physiologische  Kochsalzlösung  relativ  indifferent  ist.  Von 
der  Wirkungsweise  der  Ionen  „physiologischer  Salze“  bis  zu  der  von 
Fixationsmitteln  in  stärkerer  Verdünnung  sind  so  alle  Übergänge  fest- 
zustellen (vgl.  M.  van  Herwerden  1927). 

Seit  den  Tagen  Dujardins,  Ehrenbergs  und  noch  früher,  später 
durch  Nägeli,  Pfeffer  und  viele  andere  war  bekannt,  daß  aus 
Zellen  austretende  Protoplasmatropfen  meist  nicht  einfach  zer- 
fließen, sondern  sich  abkugeln  (Ehrenberg  hielt  sie  daher  für  den 
„Magen“  der  Infusorien).  Auch  diese  Erscheinung  beruht  auf  der 
Bildung  einer  undurchlässigen  Oberflächenschicht  infolge  des  Ein- 
flusses „abdichtender4 4 Ionen.  Diese  „surface  precipitation 
actio n4 4 der  angelsächsischen  Forscher  scheint  in  erster  Linie  von 
der  Anwesenheit  von  Calcium  abzuhängen:  sie  unterbleibt  bei  ver- 
schiedenen Eizellen  und  Infusorien  in  Ca-freiem  Seewasser.  Nach 
Heilbrhnn  sollen  aber  außerdem  im  Arbarcia-Ei\  die  Pigmentgranula 
eine  bedeutsame  Rolle  bei  dieser  Reaktion  spielen  (für  weitere  Bei- 
spiele vgl.  Heilbrtjnn  1928). 

Emulsionsstrukturen  im  Innern  des  Protoplasmas  konnten 
dadurch  verdeutlicht  werden,  daß  die  einzelnen  kaum  sichtbaren 
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Bläschen  experimentell  zur  Vergrößerung  bzw.  zum  Zusammentreten 
gebracht  wurden.  Es  gelang  Giersberg  (1922)  und  Spek  (1924)  bei 
Amoeben,  Paramaecien,  Actinosphaerien  und  anderen  Protozoen 
durch  Zusatz  quellender  oder  entquellender  Stoffe  zum  Medium  das 
Plasma  durchsichtig  homogen  und  flüssiger  zu  machen  oder  um- 
gekehrt in  dem  viscoseren  Plasma  eine  typische  Schaumstruktur 
hervorzurufen,  z.  B.  durch  Zusätze  von  MgCl2  oder  Na2S04. 

Eigenartigerweise  scheinen  die  Kernstrukturen  vielfach  noch 
früher  oder  empfindlicher  auf  Milieueinflüsse  zu  reagieren  als  die 
Plasmastrukturen.  Während  in  den  meisten  Zelltypen  der  Ruhekern 


a)  b) 

Abb.  7.  — a)  Vitale  Kernfärbung  in  den  Epithelzellen  einer  Axolotllarve 
durch  Einwirkung  von  Kohlensäure  (7,5  Min.);  b)  Dieselbe  Stelle  nach 
kurzem  Waschen  des  Tieres  in  Leitungs wasser : die  Kernfärbung  ist  völlig 
reversibel ; der  Farbstoff  wird  wieder  in  stärkstem  Maße  von  den  Leydigschen 
Zellen  in  den  Plasmaschollen  angereichert.  — Nach  Ries  (1937). 


(und  vielfach  auch  die  Chromosomen  der  Mitosestadien)  im  un- 
geschädigten  Zustande  optisch  nicht  zu  erkennen  sind,  tritt  meistens 
schon  nach  den  verschiedensten,  noch  nicht  letalen  Schädigungen 
(Druck,  Verletzung,  Einwirkung  lipoidlöslicher  Säuren  wie  z.  B. 
C02,  fällender  Mittel  wie  z.  B.  Essigsäure,  Sauerstoffmangel,  destil- 
lierten Wassers  usw.)  ein  Deutlich  werden  der  Kernstrukturen  ein, 
das  von  verschiedenen  Untersuchern  als  reversible  Kernentmischung 
oder  Verdichtung  und  Gelbildung  der  Chromatinstrukturen  ge- 
deutet wurde  (van  Herwerden,  Nassonov,  Zeiger,  Ries  vgl. 
S.  224).  Gleichzeitig  mit  diesen  Veränderungen  im  optischen  Ver- 
halten setzt  ein  starkes  Adsorptionsvermögen  für  basische  Farb- 
stoffe ein,  das  auch  auf  die  kolloiden  Zustandsänderungen  der  Kern- 
strukturen zurückzuführen  ist  (Abb.  7). 
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4.  Mechanische  Analysen  des  kolloiden  Zustandes  der  Strukturen 

Ob  sich  das  Plasma  oder  bestimmte  Plasmaeinlagerungen  im  Sol 
oder  Gelzustand  befinden,  kann  in  einigen  Fällen  mit  Hilfe  des 
Mikromanipulators  entschieden  werden  (R.  Chambers  1924  u.  a). 
Fließt  das  Plasma  aus  einer  mit  der  Mikronadel  angestochenen  Zelle 
aus,  so  befindet  es  sich  im  Solzustand.  Zeigen  dagegen  Strukturen  wie 
etwa  Chromosomen  beim  Zerren  mit  zwei  Mikronadeln  eine  bestimmte 
Elastizität,  so  müssen  sie  zu  einem  Gel  erstarrt  sein.  - — Jedoch 
dürfen  solche  Versuche  nur  sehr  kritisch  ausgewertet  werden,  da 
durch  das  Anstechen  usw.  natürlich  leicht  Veränderungen  entstehen 
können.  Immerhin  aber  läßt  sich  z.  B.  wohl  aus  dem  relativ  starken 
Leuchten  des  Makronucleus  von  Paramaecium  wie  aus  seinem  Ver- 
halten beim  Zerdrücken  der  Zellen  sowie  aus  dem  Fehlen  von  Brown- 
scher Molekularbewegung  in  der  Großkernzone  erschließen,  daß  er 
regelmäßig  eine  dichtere  und  gelartig  erstarrte  Struktur  in  dem  im 
Solzustande  befindlichen  Grundplasma  darstellen  muß. 

Besonders  instruktiv  ist  der  von  Rhumbler  angegebene  sogenannte 
Ausbreitungsversuch,  der  nach  meinen  Erfahrungen  bei  Amoeba 
proteus  leicht  folgendermaßen  auszuführen  ist : Unter  dem  Binokular 
wird  das  Plasma  in  einem  kleinen  Tropfen  Wasser  auf  einem  Objekt- 
träger mit  einem  in  einer  paraffinierten  Pipette  eingesGhmolzenen 
Kakteenstachel  angestochen  und  gleichzeitig  an  die  Tropfenober- 
fläche emporgehoben.  Sofort  fließt  das  flüssige  Endoplasma  aus  und 
breitet  sich  als  feines  Häutchen  über  der  gesamten  Wasseroberfläche 
aus,  da  ,,eine  Flüssigkeit,  welche  die  Oberflächenspannung  des  Wassers 
vermindert,  von  der  Grenzflächenspannung  Wasser/Luft  auseinander- 
gerissen wird“  (Spek),  dagegen  bleibt  das  verfestigte  Ektoplasma 
zunächst  als  ,, häutiger  Sack“  zurück.  Nicht  angestochene  Zellen 
breiten  sich  entsprechend  ihrer  mehr  oder  minder  verfestigten  Mem- 
bran bzw.  Ektoplasmaschicht  gewöhnlich  gar  nicht  oder  nur  all- 
mählich aus,  während  z.  B.  Furchungszellen  vielfach  sofort  ,,zer- 
spratzen“.  Festere  Strukturelemente  können  auch  nach  Aus- 
breitung des  ausgeflossenen  Plasmas  an  der  Wasseroberfläche  be- 
obachtet werden,  bis  sie  sich  schließlich  auflösen  oder  zerfallen. 

5.  Die  Untersuchung  der  Viscosität 

a)  Zentrifugiermethode : Eine  Erweiterung  und  Kontrolle  dieser 
Mikromanipulator-  und  „Ausbreitungs versuche“  stellt  die  Zentri- 
fugiermethode dar.  Je  viscoser  das  Plasma  ist,  um  so  mehr  Wider- 
stände wird  es  der  Verlagerung  der  Strukturen  entgegensetzen. 
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Da  die  Viscosität  überhaupt  eine  der  kennzeichnendsten  Eigen- 
schaften der  Kolloide  ist,  und  man  kolloide  Zustandsänderungen 
oft  am  sichersten  an  Viscositätsänderungen  erkennt,  wurden  be- 
sondere Methoden  zur  Messung  der  Viscosität  ausgearbeitet,  von 
denen  die  Zentrifugiermethode  heute  wohl  die  gebräuchlichste  dar- 
stellt (vgl.  wegen  der  theoretischen  Grundlagen  der  Viscositäts- 
untersuchungen  sowie  eingehender  Kritik  und  Korrekturen  der  ver- 
wendeten Formeln  vor  allem  Heilbrunn  [1928]).  Die  Viscosität 
wird  nach  einer  Formel  von  Stokes  für  die  Fallgeschwindigkeit 
eines  kugeligen  Körpers  in  einem  flüssigen  Medium  berechnet : 
2g{8~  S')r* 


v = q-- , wobei  v die  Geschwindigkeit  des  fallenden 

Körpers,  r seinen  halben  Durchmesser,  S sein  spezifisches  Gewicht, 
S'  dagegen  das  spezifische  Gewicht  der  Flüssigkeit,  rj  ihre  Viscosität 
und  g die  Gravitationskonstante  der  Fallgeschwindigkeit  bedeuten. 
Bei  Zentrifugier  versuchen  zur  Viscositätsmessung  wird  das  rechte 
Glied  der  Gleichung  mit  dem  Faktor  c multipliziert,  der  aus- 
drückt, wievielmal  stärker  die  Zentrifugalkraft  ist  als  die  Schwer- 
kraft. 

Bei  Viscositätsmessungen  etwa  an  der  Eizelle  eines  Seeigels  stellt 
man  zunächst  fest,  mit  welcher  Geschwindigkeit  bestimmte  Körnchen 
im  Cytoplasma  bei  einer  gegebenen  Zentrifugalkraft  verlagert  werden, 
d.  h.  in  welcher  Zeit  sie  eine  bestimmte  Strecke  zurücklegen.  Dann 
muß  das  spezifische  Gewicht  des  Cytoplasmas  berechnet  werden, 
was  verhältnismäßig  leicht  ist,  wenn  es  sich  um  einschlußarme 
Zellen  handelt,  bei  denen  ohne  weiteres  aus  dem  spezifischen  Gewicht 
der  ganzen  Zelle  auf  das  spezifische  Gewicht  des  Cytoplasmas  zu 
schließen  ist.  Das  spezifische  Gewicht  der  Zelle  wird  ebenso  wie  das 
der  verlagerten  Körnchen  durch  Suspendieren  in  entsprechenden  Rohr- 
zuckerlösungen, bzw.  bei  lebenden  Zellen  auch  in  Mischungen  von 
Seewasser  und  isotonischen  Rohrzuckerlösungen  festgestellt  und  kann 
dann  nach  Ermittlung  des  Prozentgehaltes  einer  Rohrzuckerlösung 
von  gleichem  spezifischen  Gewicht  aus  Tabellen  abgelesen  werden. 
Die  auf  diesem  Wege  z.  B.  für  verschiedene  Seeigeleier  gefundenen 
Werte  differieren  erheblich.  So  stellte  z.  B.  Runnström  (s.  S.  258) 
einen  400  mal  so  großen  Wert  bei  Echinocardium  (800  mal  so  groß 
wie  der  des  Wassers)  fest  wie  Heilbrunn  bei  Arbacia. 


b)  Berechnung  auf  Grund  der  Brownschen  Molekularbewegung : Eine 
andere  Methode,  aus  mikroskopischen  Befunden  zu  Vorstellungen 
über  die  Größenordnung  der  Viscosität  zu  gelangen,  beruht  auf  der 


5.  Die  Untersuchung  der  Viscosität 
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Brownschen  Molekularbewegung  von  Teilchen  im  Plasma.  Nach 

R T 1 

Pekarek  gilt  dabei  die  Formel  A2  = r • • 0 , wobei’ 

& N o 7i  tj  r , 

A die  Verschiebung  des  Partikels  entlang  einer  Achse  bei  der  Brown- 
schen Molekularbewegung,  r die  Zeit  in  Sekunden,  R die  Gaskon- 
stante, T die  absolute  Temperatur,  N die  Avogadrosche  Konstante, 
r der  Radius  des  Partikels  und  r\  die  Viscosität  ist. 

Gegen  beide  Methoden  sind  natürlich  Einwände  möglich,  die  jedoch 
jeweils  ganz  verschiedene  Berechtigung  haben.  So  fand  z.  B.  Runn- 
ström  mit  der  zweiten  Methode  viel  zu  niedrige  Werte  für  das  Seeigelei, 
die  seiner  Ansicht  nach  darauf  beruhen,  daß  die  Körnchen,  welche 
die  Brownsche  Molekularbewegung  zeigen,  sich  in  mit  einem  Sol 
erfüllten  Hohlräumen  des  Cytoplasmas  befinden.  Andererseits  kann 
auch  die  Zentrifugiermethode  zu  ganz  falschen  Vorstellungen  führen, 
wenn  nämlich  ein  bestimmtes  Struktursystem  die  freie  Verschiebbar- 
keit der  Teilchen  im  Plasma  behindert,  wie  z.  B.  D.  Fetter  (1927) 
bei  Paramaecien  in  bezug  auf  eingestrudelte  Eisenteilchen  und 
pulverisierte  Stärke  feststellte.  Die  zu  hohen  Viscositätswerte  sollten 
hier  auf  einer  Behinderung  der  Teilchen  infolge  des  Reesschen 
Fasersystems  zurückzuführen  sein.  Eine  wesentliche  Fehlerquelle 
dürfte  weiterhin  oft  auch  in  der  Form  der  verlagerten  Partikel 
und  vor  allem  in  der  Bestimmung  des  spezifischen  Gewichtes  der 
isolierten  und  in  der  Rohrzuckerlösung  vielleicht  veränderten  Par- 
tikel gegeben  sein. 

c)  Magnetmethode : Die  Magnetmethode  zur  Bestimmung  der  Proto- 
plasma viscosität  wurde  zuerst  von  Heilbronn  ausgearbeitet.  Er 
führte  z.  B.  kleine  Eisenpartikel  in  das  Protoplasma  von  Schleimpilzen 
ein  und  beobachtete  nun  die  Bewegung  dieser  Partikel  in  dem  magne- 
tischen Feld  eines  Elektromagneten.  Dabei  konnte  die  Kraft,  die 
zur  Auslösung  einer  sichtbaren  Bewegung  nötig  war,  gemessen  werden 
durch  den  Abstand  von  dem  Elektromagneten.  Als  Vergleich  diente 
auch  hier  die  Bewegung  unter  denselben  Bedingungen  in  Wasser. 
Doch  war  diese  Methode  nur  bei  großen  Protoplasmamassen  möglich. 
Seifriz  (1924)  modifizierte  die  Technik,  indem  er  mit  Hilfe 
einer  Mikropipette  Nickelpartikel  in  Eier  von  Echinarachnius  in- 
jizierte (bezüglich  der  Kritik  vgl.  Heilbrunn).  Vor  allem  bei  dieser 
Methode  ist  die  Fehlerquelle  durch  Viscositäts Veränderungen  in- 
folge Injektion  und  Einführung  von  Fremdpartikeln  besonders  groß. 

d)  Allgemeine  Bedeutung  kolloider  Zustandsänderungen  für  biologische 
Vorgänge:  Die  Bedeutung  der  kolloidchemischen  Untersuchungs- 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  2 b 


26 


Die  lebende  Substanz  als  kolloidales  System 


methoden  für  die  Protoplasmaphysiologie  und  im  besonderen  für 
die  Kenntnis  der  Ultrastruktur  des  Protoplasmas  und  deren  Beein- 
flußbarkeit durch  fällende  und  quellende  sowie  lösende  Substanzen 
ist  offensichtlich.  Wir  kommen  auf  diesem  Wege  nicht  nur  zu  klaren 
Entscheidungen  über  das  Vorkommen  bzw.  Fehlen  des  Bütschlischen 
Spumoidbaues  in  bestimmten  Plasmen,  sondern  können  auch 
im  einzelnen  die  Bedeutung  der  Umwelt  der  Zelle  sowie  einzelner 
Ionen  für  das  Zelleben  analysieren.  Ferner  können  wir  Permeabili- 
täts-  und  Viscositäts Veränderungen  in  Zellen  und  an  Zellstrukturen 
verfolgen  und  auf  diese  Weise  biologisch  wesentliche  Vorgänge  wie 
etwa  die  Zustandsänderungen  der  Plasmakolloide  bei  der  Befruchtung 
von  Eizellen,  bei  der  Zellteilung  usw.  erfassen.  So  konnte,  um  nur 
wenige  Beispiele  hier  zu  erwähnen,  Heilbrtjnn  vor  allem  im  Cumingia- 
und  Arbacia- Ei  charakteristische  Viscositäts  Veränderungen  bei  der 
Abschnürung  der  beiden  Richtungskörper  und  bei  der  ersten  Furchungs- 
teilung feststellen,  wie  sie  früher  schon  Chambers  auf  Grund  von 
Mikromanipulatorversuchen  angenommen  hatte  (vgl.  weiterhin 
Ruhestrom  S.  258).  H.  J.  Frey  und  M.  E.  Parks  (1934)  fanden 
mit  derselben  Methode  relativ  niedrige  Viscosität  in  Pro-  und 
Metaphase,  hohe  in  Ana-  und  Telophase  bei  Eiern  von  Arbacia, 
Cumingia  und  Nereis,  und  zwar  lassen  sich  zu  jeder  Veränderung 
im  Mitosezyklus  vom  Beginn  der  Reife-  bis  zu  den  ersten  Furchungs- 
teilungen charakteristische  Viscositäts  Verhältnisse  erkennen,  wobei 
allerdings  die  Werte  dieser  Autoren  von  denen  Hellbrttnns  ver- 
schieden sind. 

Welche  Wirkung  Milieueinflüsse  auf  die  kolloiden  Plasma- 
systeme haben,  und  welche  Rolle  sie  damit  in  der  Zellbiologie  spielen, 
ergaben  deutlich  auch  die  Erfahrungen  der  Gewebezüchter.  So 
konnte  A.  Fischer  nachweisen,  daß  Fibroblasten  unter  bestimmten 
Kulturbedingungen  (Zusatz  von  Äthylurethan,  Natriumoleat)  das 
Aussehen  von  Makrophagen  erlangten  und  auch  sonst  die  für  diese 
typische  Eigenschaften  erkennen  ließen  (Möglichkeit  der  Phago- 
cytose).  Weiterhin  läßt  sich  vielleicht  auch  die  Wuchsform  der  Zellen 
sowie  ihre  Vakuolisation  und  der  Mitoseablauf  weitgehend  durch 
Außeneinflüsse  modifizieren  (vgl.  u.  a.  von  Möllendorff  1936/37). 
Außerdem  können  durch  oberflächen-aktive  Substanzen  bestimmte 
Zelltypen  im  Gegensatz  zu  anderen  begünstigt  werden  (Züchtung  von 
Epithel,  Unterdrückung  des  Bindegewebes  in  Versuchen  von 
E.  Knake  1935,  vgl.  dazu  auch  Orzechowski  1934). 
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Kapitel  III 

Die  vitale  Färbung 
1.  Die  Entwicklung  der  vitalen  Färbung 

Vitale  Färbungen  sind  viel  älter  als  histologische  Strukturfärbungen. 
Abgesehen  von  den  schon  bei  primitiven  Naturvölkern  anzutreffenden  Täto- 
wierungen, die  ja  auch  als  „Vitalfärbung“  anzusprechen  sind,  ist  wohl  die 
Krappfärbung  (mit  dem  Farbstoff  der  Krapppflanze,  Rubia  tinctorum)  des 
wachsenden  Knochens  die  erste  Vitalfärbung  und  als  solche  ausgewertete 
wissenschaftliche  Methode.  Nach  Fischel  ist  diese  Erscheinung  mindestens 
seit  dem  16.  Jahrhundert  bekannt.  Sie  wurde  schon  1572  von  dem  Pariser 
Arzt  Antoine  Mizaud  erwähnt.  Im  18.  Jahrhundert  folgten  dann  eingehen- 
dere Untersuchungen  (Belchier  1736,  Duhamel  1741 — 1743,  Rutherford 
1780  u.  a.),  später  wurden  sie  wieder  aufgenommen  von  Lieberkühn  1874 
u.  a. 

Nach  Fischel  sind  durch  die  vitale  Färbung  die  histologischen  Färbe  - 
methoden  erst  angeregt  worden.  So  ließ  S.  G.  Osborne  1856  Weizen  in 
Carminlösung  wachsen  und  stellte  eine  Anfärbung  fest.  Auch  Gerl  ach, 
auf  den  bekanntlich  die  histologische  Färbung  zurückgeht,  versuchte  zu- 
nächst vergeblich,  lebende  tierische  Gewebe  mit  Carminlösungen  zu  färben. 
Erst  in  der  Folge  wurde  in  der  Histologie  durch  die  Entwicklung  der  Färbe - 
techniken  für  fixierte  Gewebe  die  vitale  Färbung  völlig  zurückgedrängt. 
Vitalfärbungen  wurden  fast  ausschließlich  für  physiologische  Fragestellungen 
angewandt,  besonders  bei  der  Untersuchung  von  Exkretions-,  Resorptions- 
und Sekretionsvorgängen.  So  wies  1841  Dujardin  nach,  daß  einige  Infusorien 
mit  der  gesamten  Körperoberfläche  Carmin  aufnehmen,  andere,  vor  allem 
Ciliaten , nur  durch  eine  besondere  präformierte  Körper  stelle.  Hier  schließen 
sich  zahlreiche  Untersuchungen  über  die  Stoff aufnahme  der  Zelle  an,  die 
schließlich  zur  Aufstellung  der  Begriffe  Athrocytose  (etwa  gleichbedeutend 
mit  ,, Zellspeicherung“)  für  die  Aufnahme  von  Partikeln  kolloider  und 
Phagocytose  für  die  Einverleibung  von  solchen  mikroskopischer  Größen- 
ordnung führten  (vgl.  P.  Gerard  und  R.  Gordier  1934). 

Weiterhin  wurde  festgestellt,  daß  Vitalfarbstoffe  vor  allem  von  Exkretions- 
organen gespeichert  werden.  An  Wirbeltieren  arbeiteten  u.  a.  R.  Heiden- 
hain, Chrzonszewsky  und  Wittich.  Bei  Wirbellosen  wurde  mit  Hilfe  der 
vitalen  Färbung  z.  B.  die  Funktion  der  Malpighischen  Gefäße  der  Insekten,  der 
Venenanhänge  der  Cephalopoden  untersucht  (Eisig,  Kowalewsky,  P.  Mayer, 
Metschnikoff,  Schindler,  Schneider,  Solger  u.  a.).  Diese  Arbeits- 
richtung führte  zu  der  Aufstellung  des  Begriffes  Reticulo- Endotheliales 
System  (L.  Aschoff),  der  besagt,  daß  im  Wirbeltierkörper  verschiedene 
Gewebe  (Endothelien,  Histiocyten,  Makrophagen,  Reticulocyten)  gemeinsam 
die  Funktion  haben,  bestimmte  Fremdstoffe  aus  dem  Körper  abzufangen. 

Von  ganz  anderen  Gesichtspunkten  ausgehend  benutzte  P.  Ehrlich 
die  vitale  Färbung:  er  hoffte  dabei  therapeutisch  verwendbare  Substanzen 
auffinden  zu  können,  bzw.  er  benutzte  die  Farbstoffe  als  Modellsubstanzen 
für  seine  Arzneistoffe.  Wenn  sich  diese  Absicht  bisher  auch  nur  in  geringem 
Maße  verwirklichen  ließ,  so  verdanken  wir  doch  Ehrlich  die  Einführung 
unserer  besten  basischen  Vitalfarbstoffe:  Methylenblau,  Neutralrot,  Thionin 
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und  Toluidinblau,  vor  allem  aber  auch  die  ersten  grundlegenden  Arbeiten 
über  die  Veränderungen  von  Farbstoffen  im  Organismus  und  über  die  damit 
verbundenen  Oxydo-Reduktionsprozesse  (vgl.  z.  B.  die  Arbeit:  Das  Sauer- 
stoffbedürfnis des  Organismus  1885). 

Zur  Klärung  cytologischer  Fragen  wurden  Vitalfärbungen  zuerst  von 
Michaelis , Arnold  u.  a.  benutzt.  Sie  beschäftigten  sich  besonders  mit  den 
Körnchen  und  Fadenkörnern  in  Drüsenzellen  und  glaubten  aus  dem  färbe - 
rischen  Verhalten  auf  besondere  physiologische  Eigenschaften  schließen  zu 
können,  zumal  sich  bei  gleichzeitigen  Doppel-  und  Mehrfachfärbungen  die 
Granula  teilweise  verschieden  verhielten.  Heute  wird  im  wesentlichen  nur 
noch  die  Mitochondrienfärbung  mit  Janusgrün,  die  vor  allem  von  Michaelis 
eingeführt  wurde,  mit  Vorbehalt  als  eine  solche  spezifische  Färbung  gewertet 
(s.  Tab.  5). 

Größere  Bedeutung  erlangten  bald  die  elektiven  Organfärbungen,  die  wir  in 
erster  Linie  Fischels  Untersuchungen  an  Cladoceren  verdanken.  So  ergab 
sich,  daß  mit  Alizarin  je  nach  der  Ansäuerung  oder  Alkalisierung  bzw.  ohne 
Zusatz  zum  Lösungswasser  bei  Daphnien  ganz  verschiedene  Organsysteme 
(Nerven,  Muskulatur,  Kiemensäckchen  usw.)  darzustellen  sind.  In  der  Folge 
wurde  diese  Methodik  vor  allem  von  der  Prager  Schule  (Keller,  Gicklhorn, 
Dejdar  u.  a.)  systematisch  ausgebaut. 

In  neuerer  Zeit  wurde  der  Anwendungsbereich  vor  allem  in  physiologischer 
Beziehung  sehr  erweitert.  Die  auf  breiter  Basis  angelegten  Versuchsreihen 
und  Modellversuche  von  Schulemann,  Nlrenstein,  von  Möllendorff, 
LISON  u.  a.  kennzeichnen  die  Entwicklung  der  Vitalfärbung,  die  immer  mehr 
auch  zu  Permeabilitätsstudien,  pn-  und  ra-Untersuchungen  herangezogen 
wurde. 


2.  Aufgaben  der  vitalen  Färbung 

Die  vitale  Färbung  ist  sowohl  eine  physiologische  als  auch  eine 
morphologische  Methode.  In  physiologischer  Hinsicht  dient 
sie  der  Untersuchung  der  Fragen  der  Permeabilität,  der  Wasserstoff  - 
ionenkonzentration,  des  Redoxpotentials,  der  Stoffspeicherung  und 
Stoffverteilung  im  Organismus,  der  Stoffausscheidung  und  auch  der 
Stoff  Veränderung,  wobei  der  Farbstoff  infolge  seiner  Sichtbarkeit 
gleichsam  als  Modell  für  alle  anderen  schwerer  erkennbaren  Sub- 
stanzen (Resorbate,  Assimilate,  Exkretstoffe)  genommen  wird.  Vor 
allem  ist  die  vitale  Färbung  so  lange  als  histophysiologische  Methode 
unentbehrlich,  als  wir  noch  nicht  genügend  feine,  die  Zellstruktur 
getreu  erhaltende  mikrochemische  Reaktionen  besitzen.  Der 
Nachteil  der  vitalen  Färbung  besteht  darin,  daß  die  Farbstoffe  trotz 
ihrer  relativen  Ungiftigkeit  keine  natürlichen,  im  Stoffwechsel  der 
Organismen  vorkommenden  Substanzen  sind.  Sie  lassen  daher  nur 
relative  Schlüsse  physiologischer  Art  zu  (z.  B.  bezüglich  der  Per- 
meabilität für  Stoffe  mit  entsprechenden  Dispersitäts-,  Löslichkeits- 
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und  Ladungsverhältnissen).  Die  bisherigen  Ergebnisse  der  Unter- 
suchungen über  das  Reticulo-Endothiale  System  rechtfertigen  aber 
wohl  schon  zur  Genüge  die  Brauchbarkeit  der  vitalen  Färbung 
als  physiologische  Methode.  Weiterhin  wurden  z.  B.  eine  ganze 
Reihe  von  Organen  (vor  allem  Exkretions-,  Atmungs-  und  Sinnes- 
organe) von  Wirbellosen  erst  mit  Hilfe  der  vitalen  Färbung  auf- 
gefunden oder  identifiziert  (vgl.  S.  85). 

Dagegen  sind  wir  in  der  vor  allem  von  Ehrlich  angestrebten 
Richtung,  die  chemischen  Eigenschaften  verschiedener  Vitalfarb- 
stoffe zu  therapeutischen  Zwecken  nutzbar  zu  machen,  bzw.  die 
Farbstoffe  als  Modelle  für  Arzneimittel  zu  verwenden,  noch  nicht  sehr 
viel  weiter  gekommen.  Die  rein  chemischen  Probleme  der  vitalen 
Färbung  stellen  — abgesehen  von  Sonderfällen  wie  z.  B.  der  Alizarin- 
färbung  der  Knochen  (s.  S.  91)  - — überhaupt  wohl  noch  das  unbe- 
friedigendste Kapitel  der  Vitalfärbung  dar. 

Die  Bedeutung  der  Vitalfärbung  als  morphologische  Methode 
ist  relativ  begrenzt,  da  eine  typische  vitale  Färbung  stets  als  eine 
Reaktion  des  lebenden  Systems  auf  experimentelle  Eingriffe  entsteht 
und  manchmal  in  viel  stärkerem  Maße  als  die  histologische  Färbung 
zu  ,, unnatürlichen4 4 Veränderungen  neigt.  Daher  ist  die  vitale  Fär- 
bung nur  in  den  Fällen  für  morphologische  Zwecke  angezeigt,  in 
denen  aus  irgendwelchen  Gründen  das  histologische  Präparat  schwie- 
riger herzustellen  ist,  wie  z.  B.  bei  der  supra vitalen  Darstellung  des 
Nervensystems  mit  Methylenblau  oder  Alizarin  (vgl.  S.  89)  oder 
der  des  wachsenden  Knochens  mit  Alizarin  durch  Krappfütterung 
(vgl.  S.  91).  Erfolgreich  wurde  sie  auch  angewendet  beim  Nachweis 
der  Coelomverhältnisse  kleiner  leicht  zu  übersehender  Organismen, 
sowie  der  Entwicklung  der  Atmungs-  und  Sinnesorgane  bei  denselben. 

3.  Definitionen 

Als  vitale  Färbungen  im  weitesten  Sinne  des  Wortes  sind  alle 
Färbungserscheinungen  an  lebenden  Systemen  zu  bezeichnen,  die 
nicht  natürlichen  Pigmentierungs Vorgängen  entsprechen.  Die  vitale 
Färbung  steht  damit  in  Gegensatz  zur  postvitalen  oder 
postmortalen  Strukturfärbung  abgestorbener  Systeme 
(die  auch  als  histologische  Färbung  bezeichnet  wird). 

Dabei  unterscheiden  manche  Autoren  zwischen  vitaler  Färbung, 
die  sich  stets  nur  auf  intakte,  selbständige  Systeme  (Protisten,  Em- 
bryonalstadien, Metazoen,  bzw.  ihre  freien  Geschlechtsprodukte) 
beziehen  soll,  und  supravitaler  Färbung,  als  einer  Anfärbung 
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von  Partialsystemen,  die  für  sich  nicht  oder  nur  bedingt  lebens- 
fähig sind  (herauspräparierte  Organe,  überlebende  Teile  von  Orga- 
nismen u.  a.).  Es  ist  falsch,  supra vitale  Färbung  als  eine  Anfärbung 
absterbender  Zellen,  Gewebe  oder  Organe  zu  definieren,  da  es  einen 
charakteristischen,  länger  anhaltenden  Zustand  zwischen  Leben  und 
Tod  bei  lebenden  Systemen  in  der  Eegel  wohl  nicht  gibt  (vgl.  Kies 
1937).  In  strittigen  Fällen  ist  die  Vitalität  der  gefärbten  Elemente 
durch  die  Reversibilität  der  Anfärbung  oder  aber  durch  be- 
sondere Lebenserscheinungen  zu  belegen. 

Als  elektive  Vitalfärbungen  können  wir  mit  J.  Gicklhorn 
(1931)  die  unter  bestimmten  Bedingungen  mögliche  Hervorhebung 
bestimmter  Partialsysteme  und  Organe  mit  Hilfe  von  Farbstoffen 
bezeichnen. 

Nach  unseren  bisherigen  Erfahrungen  genügen  diese  Begriffe,  um  die  Er- 
scheinungen der  vitalen  Färbung  zu  ordnen.  Trotzdem  finden  sich  in  der 
Literatur  noch  mehr  Bezeichnungen,  die  vielfach  recht  willkürlich  angewandt 
werden.  So  sind  z.  B.  nach  J.  Gicklhorn  die  Ausdrücke  selektive,  organo- 
trope,  monotrope,  spezifische,  differenzierende  und  separate  Färbung  mit 
elektiver  Färbung  synonym  und  können  daher  entbehrt  werden.  Gickl- 
horn unterscheidet  weiterhin  verschiedene  Typen  der  vitalen  Färbung 
(Typus  I bezieht  sich  auf  intakte  Organismen,  Typus  II  auf  isolierte  Systeme 
unter  Bedingungen,  welche  die  Vitalität  garantieren,  z.  B.  überlebende  Durch- 
strömungspräparate und  Gewebekulturen).  Er  gliedert  damit  die  Fälle  aus, 
in  denen  lebensfrisch  dem  Organismus  entnommene  Organe  oder  Gewebe 
ohne  Rücksicht  auf  ,, möglichst  unveränderte  und  möglichst  lange  Vitalität 
angefärbt  werden“.  „Man  hat  solche  Färbungen  als  supra  vitale  oder  postvitale 
bezeichnet  und  damit  in  Gegensatz  zu  den  postmortalen  Färbungen  gestellt, 
die  an  toten,  nicht  mit  Fixierungsmitteln  vorbehandelten  Organen  oder 
Geweben  ausgeführt  werden“  (vgl.  weiterhin  von  Möllendorff  1920,  Nlren- 
stein  1920). 

leb  glaube  demgegenüber,  daß  die  drei  Begriffe:  vitale  Färbung, 
supravitale  Färbung  und  postvitale  (bzw.  histologische)  Färbung  die 
verschiedenartigen  Erscheinungen  genügend  charakterisieren.  Als 
Sonderfälle  können  wir  noch  elektive  Färbungen  und  die  Färbungs- 
erscheinungen unter  anaeroben  Bedingungen,  in  Narkose  usw.,  bzw. 
vorübergehende  Färbungserscheinungen  an  gerade  absterbenden, 
„nekrobiotischen“  Geweben  aufführen  (s.  S.  318). 

4.  Über  das  Wesen  der  vitalen  Färbung 

a)  Färbung  mit  sauren  Farbstoffen:  Die  neueren  Untersuchungen 
ergeben  übereinstimmend,  daß  für  die  vitale  Färbung  in  erster 
Linie  physikalische  bzw.  physikalisch-chemische  Eigen- 
schaften des  Farbstoffs  maßgeblich  sein  müssen,  während 
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besondere  „ chemische  Affinitäten“  der  gefärbten  Phasen  und  Struk- 
turen nur  in  Ausnahmefällen  eine  entscheidende  Rolle  spielen. 

Saure  und  basische  Farbstoffe  verhalten  sich  bei  der  Färbung  ver- 
schieden. Zahlreiche  Beobachtungen  führten  von  Möllendorff  zu  der 
Ansicht,  daß  saure  Farbstoffe  eines  bestimmten  Typs  überwiegend  von 
bestimmten  spezialisierten  Zellsystemen  (z.  B.  Reticulo-Endothe- 
liales  System  und  Exkretionsorgane)  in  neu  im  Plasma  entstehenden 
Granulis  oder  Hohlräumen,  also  gar  nicht  von  zelleigenen  Stoffen, 
ausgeflockt  werden,  während  basische  lipoidlösliche  Farbstoffe  in  fast 
allen  Zellsystemen  präformierte  paraplasmatische  Granula  anfärben. 

Unter  den  sauren  Farbstoffen  sind  für  die  vitale  Färbung 
besonders  die  ,, semikolloidalen“  Farbstoffe  aus  der  Gruppe  der  Azo- 
farbstoffe (Trypanblau  = Diaminblau  3 B [Goldmann],  Pyrrolblau 
= Isaminblau  [Goldmann],  bezüglich  der  Synonyme  vgl.  Schule- 
mann  in  Tabulae  Biol.  IV,  1927),  sowie  eine  alkalische  Carminlösung, 
in  der  das  umladbare  Carmin  nach  Seki  als  saurer  Farbstoff  reagiert 
(Lithioncarmin)  geeignet,  während  von  den  meisten  Zelltypen  viele 
hochmolekularen  Farbstoffe  gar  nicht  auf  genommen  und  hoch- 
disperse  andererseits  zu  rasch  wieder  ausgeschieden  werden,  ehe  es 
zu  einer  Speicherung  kommt. 

Besonders  gut  wurden  die  Wirbeltiere  hinsichtlich  ihres  Speiche- 
rungsvermögens für  semikolloidale,  lipoidunlösliche,  saure  Farbstoffe 
untersucht.  Der  Farbstoff  wird  vorwiegend  im  Bereich  des  Golgiappa- 
rates  gespeichert  (Jasswoin,  Nassonov  u.  a.).  (Ausnahmen  nach 
von  Möllendorff:  Eiweißgranula  in  den  Darmzellen  junger  sau- 
gender Mäuse,  Sekretgranula  in  Milchdrüsen,  Nebennierenrinde, 
Hypophysenvorderlappen  u.  a.)  In  erster  Linie  speichern  die  Zellen 
des  Reticulo-Endothelialen  Systems  und  die  Hauptstückzellen  der 
Niere.  Die  übrigen  Zelltypen  verhalten  sich  verschieden  in  den  ein- 
zelnen Wirbeltiergruppen,  so  treten  Trypanblaukörnchen  außer  in 
den  Kupferschen  Sternzellen  der  Leber  auch  in  den  Leberzellen  selbst 
bei  verschiedenen  Amphibien,  hingegen  nicht  bei  Säugetieren  bzw. 
in  diesen  nur  bei  bestimmter  Vorbehandlung,  oder  starkem  Angebot, 
auf  (vgl.  u.  a.  J.  Kraft  1924,  E.  Tonutti  1937).  Andere  Gewebe  wie 
z.  B.  exokrine  Pankreas-  und  Speicheldrüsenzellen  bleiben  bei  einigen 
Wirbeltieren  stets  frei  von  Trypanblau,  können  aber  unter  Umständen 
in  anderen  Gruppen  auch  zur  Speicherung  gebracht  werden.  In  wei- 
teren Fällen  ändert  sich  das  Verhalten  der  Zellen  gegenüber  sauren 
Farbstoffen  mit  besonderen  Funktionsperioden  oder  Differenzierungs- 
prozessen (vgl.  S.  277). 
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Mit  Recht  weist  von  Möllendobff  (1925)  darauf  hin,  daß  die  Zahl  der 
Zellen,  die  sich  angeblich  nicht  mit  sauren  Farbstoffen  vom  Typus  des  Trypan- 
blau  färben  lassen,  immer  mehr  zusammenschrumpft.  Es  scheint  weitgehend 
von  den  Versuchsbedingungen  abhängig  zu  sein,  ob  in  einem  bestimmten 
Zelltyp  Speicherung  erfolgt  oder  nicht.  So  konnte  Goldmann  (1913)  nach- 
weisen,  daß  auch  die  nervösen  Elemente  wie  die  Gliazellen,  die  bisher  als 
unzugänglich  galten,  saure  Farbstoffe  speichern,  wenn  sie  nicht  vom  Blutwege, 
sondern  vom  Liquor  her  angeboten  werden.  Es  erscheint  auch  von  vorn- 
herein unwahrscheinlich,  daß  es  Zellen  geben  könnte,  die  jederzeit  und  grund- 
sätzlich undurchlässig  für  alle  lipoidunlöslichen  Stoffe  sind.  Ich  sehe  in 
dieser  Tatsache  daher  noch  keinen  Ein  wand  gegen  Höbebs  Vorstellungen 
einer  physiologischen  Permeabilität  (s.  S.  48). 

Wirbellose  wurden  seltener  mit  semikolloiden  sauren  Vitalfarb- 
stoffen behandelt.  Im  Gegensatz  zu  basischen  Farbstoffen  werden 
diese  Farben  meistens  nur  von  besonderen  Zellsystemen  auf  genommen 
und  gespeichert,  wobei  die  Anfärbung  viel  länger  dauert.  Nach 
Untersuchungen  von  Ries  und  G.  Schölzel  (1934)  wird  bei  der 
Meduse  Gastroblasta  und  der  Bryozoe  Zoobotryon  der  Farbstoff 
jedoch  nicht  in  neu  entstehenden  Strukturen,  sondern  in  typischen 
Zellorganellen,  den  Lipochondrien  (s.  S.  45  u.  251),  gespeichert,  die  sich 
dabei  vergrößern  und  allem  Anschein  nach  auch  Eiweißsubstanzen 
anreichern.  Über  das  Substrat  der  Speicherung  von  Trypanblau 
ist  jedoch  noch  wenig  Gesichertes  auszusagen.  Jedenfalls  wird  der 
Farbstoff  von  einem  gegen  Lösungsmittel  sehr  widerstandsfähigen 
Substrat  zäh  festgehalten.  Daher  läßt  sich  die  saure  Yitalfärbung 
auch  leicht  mit  den  üblichen  Fixierungsgemischen  für  Eiweiß- 
substanzen fixieren. 

Nachdem  von  Möllendobff  früher  betont  hatte,  daß  der  Farbstoff , ,in  fein- 
sten Hohlräumen  des  Cytoplasmas  oder  im  Milieu  des  Dispersionsmittels 
der  Zelle“  deponiert  werde,  gibt  er  jetzt  zu,  daß  auch  in  den  Fibrocyten  von 
Wirbeltieren  die  trypanblau -speichernden  Strukturen  präformiert  seien 
(nach  mündlicher  Mitteilung),  und  zwar  soll  das  Substrat  der  Anfärbung 
nicht  im  Hell-,  sondern  nur  im  Dunkelfeld  in  Form  kleinster  Körnchen  vor 
Beginn  der  Anfärbung  sichtbar  sein. 

b)  Färbung  mit  basischen  Farbstoffen:  Mit  basischen  lipoid- 
löslichen Farbstoffen  vom  Typus  des  Neutralrot,  Methylenblau 
u.  a.  färben  sich  dagegen  in  fast  allen  Zelltypen  präformierte  Gebilde : 
Granula,  Vakuolen,  phagocytierte  Partikel,  Pigmentkörnchen,  Dotter- 
schollen usw.  Daraus  wurde  geschlossen,  daß  basische  Vital- 
farbstoffe von  präformierten  paraplasmatischen  — also  nicht  zum 
eigentlichen  lebenden  Protoplasma  gehörenden  — Strukturen  ge- 
speichert würden  (vgl.  von  Möllendorff  u.  a.),  und  daß  es  sich  hier 
im  Gegensatz  zu  der  Färbung  mit  sauren  Vitalfarbstoffen  nicht 
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eigentlich  nm  einen  vitalen,  mit  spezifischer  Zellarbeit  verbundenen 
„aktiven“  Speicherungsprozeß  handele,  sondern  vielmehr  um  einen 
„passiven“  Anfärbungs-  oder  Adsorptionsvorgang  (vgl.  G.  Hertwig 
1929).  Damit  stimmte  überein,  daß  die  basische  Vitalfärbung  auch 
leicht  supra vital,  ja  bei  Warmblütlern  sogar  in  Ringerlösung  bei 
Zimmertemperatur  unter  denselben  Erscheinungen  vor  sich  ging  wie 
z.  B.  nach  Injektion  des  Farbstoffes  in  die  Blutbahn. 

Es  ergab  sich  jedoch,  daß  auch  bei  länger  anhaltender  Vitalfärbung 
mit  basischen  Farbstoffen  in  bestimmten  Zellregionen  neue  Speicher- 
strukturen auftreten  können,  die  ein  besonderes,  an  basophilen 
Eiweißen  reiches  Substrat  zur  Grundlage  haben.  Solche  Strukturen  hat 
Chlopin  (1927)  als  Kr  i nombezeichnet.  Eingehendere  Untersuchungen 
zeigten,  daß  sie  im  Bereich  des  Golgiapparates  erscheinen  und  oft 
neben  den  typischen  vital  färbbaren  Granulis  darzustellen  sind  (u.  a. 
Ries  1935).  Außerdem  ergeben  viele  basische  lipoidlösliche  Farb- 
stoffe - — ebenso  wie  manche  lipoidlösliche  saure  Farbstoffe  — 
vitale  Diffusfärbungen,  die  nicht  von  vornherein  als  Ausdruck 
einer  Zellschädigung  zu  nehmen  sind.  Endlich  ist  es  unter  besonderen 
Bedingungen  möglich,  vitale  Kern-  und  Chromosomenfärbungen 
mit  basischen  Farbstoffen  zu  erhalten,  vor  allem  bei  Sauerstoff- 
mangel (Nassohov,  Alexaxdrow,  Ries)  und  unter  dem  Einfluß 
leicht  permeierender  und  fällender  Säuren,  wie  z.  B.  durch  Kohlen- 
säure, während  bei  pflanzlichen  Zellen  vitale  Kernfärbungen  besonders 
mit  sauren  Farbstoffen,  z.  B.  Eosin  und  Erythrosin,  möglich  waren. 
(Wie  weit  entsprechend  einer  älteren  Angabe  von  M.  Waldxer 
[1893]  auch  mit  Eosinrot  [ ?]  vitalgefärbte  Spermien  bei  der  Forelle 
nocK  befruchtungsfähig  sind,  bedarf  wohl  der  Nachuntersuchung. 
Jedenfalls  können  die  Spermien  verschiedener  Tiergruppen  nach 
meinen  Erfahrungen  kräftig  vital  mit  Leukobasen  angefärbt  werden.) 

5.  Deutungen  und  Modellversuche 

a)  Fragestellung : Aus  den  bei  Vitalfärbungen  beobachteten  Er- 
scheinungen ergeben  sich  folgende  grundsätzliche  Fragen: 

1.  Worauf  beruht  das  verschiedene  Verhalten  der  sauren  und 
basischen  Farbstoffe  ? 

2.  Welche  Faktoren  entscheiden  über  die  Aufnahme  der  Farb- 
stoffe in  die  Gewebe? 

3.  Welche  Faktoren  beherrschen  die  granuläre  Speicherung  bzw. 
die  diffuse  Anfärbung  der  Zellen? 

Ries,  Probleme  der  Biologie.  Bd.  II 
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Diese  Fragen  sind  nur  teilweise  aus  den  Ergebnissen  der  vitalen 
Färbung  und  den  physikalisch- chemischen  Eigenschaften  der  Farb- 
stoffe heraus  zu  beantworten.  Manche  wertvollen  Hinweise  ergeben 
hier  Modellversuche. 

b)  Modellversuche : Herzfeld,  eine  Schülerin  von  Möllendorffs,  erzeugte 
zunächst  durch  Injektion  von  sauren  Vitalfarbstoffen  Granula  in  den  Zellen, 
die  nach  der  Anschauung  von  Möllendorffs  im  wesentlichen  aus  ausge- 
flocktem Farbstoff  bestehen,  und  färbte  mit  basischen  Vitalfarbstoffen  nach. 
Nun  wurden  die  basischen  Farbstoffe  in  den  sauren  Farbstoffgranula  aus- 
geflockt und  elektiv  gespeichert.  Der  saure  Farbstoff  diente  gleichsam  als 
Modell  für  die  zelleigenen  Stoffe,  die  sonst  die  Ausflockung  des  basischen 
Vitalfarbstoffes  übernehmen.  Im  Reagenzglas  ließen  sich  auch  die  basischen 
Farbstoffe,  die  in  den  Zellen  typische  vitale  Granulafärbungen  hervorrufen, 
mit  sauren  Kolloiden  leicht  ausflocken,  von  Möllendorff  (1920)  kam  daher 
zu  dem  Schluß,  daß  ,,die  Beziehung,  die  sich  zwischen  einem  negativen  und 
einem  positiven  Kolloid  abspielt,  das  Bild  ist,  unter  dem  wir  uns  die  vitale 
Granulafärbung  denken  müssen“.  Wurde  dagegen  zuerst  mit  einem  basischen 
Farbstoff  gefärbt,  so  wurde  er  in  den  vorhandenen  Zellgranula  gespeichert 
und  der  saure  Farbstoff  in  neu  gebildeten  Farbstoff  vakuolen  ausgeflockt. 
Es  traten  also  keine  Mischgranula  auf.  Die  Versuche  ergaben  für  von  Möllen- 
dorff und  E.  Herzfeld  weiterhin,  daß  tote  Zelleinschlüsse,  nämlich  die 
sauren  Granula,  die  granuläre  Speicherung  der  basischen  Vitalfarbstoffe 
übernehmen  können,  und  daß  ,,das  Vorhandensein  kolloider  Säuren“  ent- 
scheidend ist,  während  andere  Eigenschaften,  wie  Eiweißnatur,  Lipoid- 
gehalt mehr  nebensächlich  sind.  Dagegen  steht  die  diffuse  Färbung 
mit  basischen  Farbstoffen  , ,in  engstem  Zusammenhang  mit  der  Lös- 
lichkeit der  Farbstoffe  in  bestimmten  Lipoidgemischen“.  So  konnte 
von  Möllendorff  je  nach  der  Löslichkeit  der  Farbstoffe  in  Lecithin  bzw. 
nach  ihrer  Flockbarkeit  mit  sauren  Kolloiden  eine  Reihe  aufstellen,  ,,an 
deren  Anfang  reine  Diffusfärber,  an  deren  Ende  reine  Granulafärber  stehen“. 
Als  Modell  für  diesen  ,, Widerstreit  der  Granula  und  des  intergranulären 
Protoplasmas“  wählte  er  die  wäßrige  Lösung  eines  sauren  Farbstoffes,  die 
er  mit  der  Lecithinlösung  eines  basischen  Farbstoffes  überschichtete,  wobei 
die  sauren  Farbstoffe  in  ganz  verschiedenem  Maße  zu  den  basischen  „hin- 
gezogen“  wurden.  „Nach  allem  stelle  ich  mir  vor,  daß  ein  basischer 
Farbstoff,  der  in  die  lebende  Zelle  eindringt,  zunächst  je  nach  seiner 
Zersetzlichkeit  bis  zu  einem  gewissen  Grade  zerstört  wird“.  „Der  übrig- 
bleibende Farbstoff  sieht  sich  einem  Milieu  gegenüber,  in  dem  in  einer  von 
Lipoiden  reichlich  durchsetzten  Grundmasse  vakuolär  angeordnete  saure 
Substanzen  (Granula)  liegen.  Ist  der  Farbstoff  sehr  lipoidlöslich,  so  wird 
ein  Teil  von  ihm  sicherlich  in  die  Grundmasse  des  Protoplasmas  eindringen 
und  in  derselben  sichtbar  werden,  wenn  er  nicht  zerstört  wird.  Besitzt  ein 
solcher  lipoidlöslicher  Farbstoff  außerdem  ein  bedeutendes  Fällungsvermögen 
für  saure  Substanzen,  so  wird  daneben  noch  eine  Granulafärbung  zustande 
kommen.“ 

Nirenstein  (1920)  kam  in  einigen  Punkten  zu  abweichenden  Ergebnissen. 
Auf  Grund  von  Vitalfärbungen  mit  zahlreichen  Farbstoffen  bei  Paramaecien 
stellte  Nirenstein  eine  „kontinuierliche  Reihe“  auf,  „die  mit  den  eigentlichen 
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Granulafarbstoffen  beginnt  und  mit  den  diffus  färbenden  Stoffen  vom  Typus 
des  Sudan  abschließt“.  Als  Modell  zur  Erklärung  dieser  Vitalfärbungs- 
erscheinungen benutzte  Nirenstein  zunächst  eine  wäßrige  Farblösung,  die 
mit  einem  flüssigen  Neutralfett  (Mandelöl)  überschichtet  wurde.  Es  zeigte 
sich,  daß  die  Farbstoffe  in  verschiedenem  Maße  von  dem  Öl ,, ausgeschüttelt“ 
werden  konnten,  wobei  der  Teilungskoeffizient  Öl/Wasser  sich  erheblich 
ändert,  wenn  das  Öl  für  die  basischen  Farbstoffe  mit  Ölsäure  bzw.  für  saure 
Farbstoffe  mit  einer  fettlöslichen  Base  (Diamylamin)  versetzt  wird.  Außer- 
dem nimmt  das  Neutralfett  eine  Anzahl  basischer  Farbstoffe  in  anderer  Farbe 
auf  als  die  wäßrige  Lösung,  da  nur  die  Farbbase  in  das  Fett  eindringt,  während 
sich  im  Wasser  das  Farbsalz  findet  (die  Farbbase  ist  bei  Neutralrot  gelb,  bei 
Nilblau  rot,  bei  dem  fuchsinroten  Rhodamin  B farblos  usw.). 

Wird  dagegen  das  Öl  mit  Ölsäure  versetzt,  so  erscheint  die  Farbe  des 
Farbsalzes  auch  im  Öl,  da  die  Farbbase  wieder  zum  Farbsalz  (Oleat)  gebunden 
wurde.  Dieser  Farbton  entspricht  dem  der  vitalen  Färbung.  Weiterhin  war 
es  Nirensiein  möglich,  sein  Öl,  Ölsäure  — Wasser  — bzw.  Öl,  Diamylamin- 
Wassermodell  so  einzurichten,  daß  es  bei  sämtlichen  ausprobierten  120 
Farbstoffen  dieselben  Erscheinungen  zeigte  wie  Paramaecium  bei  vitaler 
Färbung,  und  zwar  ließen  sich  diese  Übereinstimmungen  sogar  bezüglich 
der  Grenzkonzentrationen  für  die  vitale  Färbung  einerseits  und  des  Teilungs- 
koeffizienten  Ölsäure,  Öl/ Wasser  bei  den  verschiedenen  Farbstoffgruppen 
andererseits  nachweisen:  mit  zunehmender  Ausschüttelbarkeit  durch  das 
Ölsäuregemisch  steigt  proportional  die  Färbekraft.  Andererseits  konnte 
Nirenstein  mit  keinem  von  den  sauren  Farbstoffen,  die  nicht  von  dem  Öl- 
Diamylamingemisch  aufgenommen  wurden,  Paramaecien  vital  färben.  Dar- 
unter befinden  sich  nun  so  typische  saure  Vital farbstoffe  wie  Trypanblau  und 
Indigocarmin,  die  nur  bei  Paramaecium  versagen.  Durch  eine  Mischung  von 
Ölsäure  und  Diamylamin  (bzw.  Lösung  dieser  Substanz  in  Öl)  bekam  Niren- 
stein schließlich  ein  Modell,  das  sich  sowohl  basischen  als  auch  sauren  Farb- 
stoffen gegenüber  ganz  entsprechend  wie  eine  lebende  Paramaeciumzelle 
benahm,  da  sich  Ölsäure  und  Diamylamin  ,, völlig  unabhängig  voneinander 
verhalten  und  einander  hinsichtlich  der  Farbstoff aufnahme  in  keiner  Weise 
beeinträchtigen4  4 . 

Die  Ausschüttelung  durch  die  Öl-,  Diamylamin-Ölsäuremischung  vollzieht 
sich  nach  Nirenstein  so,  daß  aus  der  wäßrigen  Lösung  eines  basischen 
Farbsalzes,  in  der  außer  Molekülen,  Molekülkomplexen  und  Ionen  ,, durch 
hydrolytische  Spaltung  entstandene  Farbstoffbase  und  freie  Säure“  Vor- 
kommen, nur  die  im  Wasser  schwer  lösliche  freie  Farbbase  aufgenommen  und 
im  Öl  unter  Bildung  des  Oleates  gelöst  wird.  Entsprechend  dieser  Störung 
des  Gleichgewichtes  ,, zerfallen  ungespaltene  Farbsalzmoleküle  durch  hydro- 
lytische Spaltung  in  freie  Säure  und  Base.  Bei  den  sauren  Farbstoffen  ist  es 
natürlich  die  Farbsäure,  die  unter  Bildung  des  farbsauren  Diamylaminsalzes 
von  der  lipoiden  Phase  aufgenommen  wird“. 

Daß  manche  Farbstoffe  die  Granula  stärker  als  das  Plasma  färben,  erklärt 
Nirenstein  damit,  daß  diese  Farbstoffe  in  stärkerem  Maße  von  Ölsäure 
ausgeschüttelt  werden  als  von  reinem  Öl.  Die  Granula  müssen  nach  Niren- 
stein daher  besonders  reich  an  Fettsäuren  sein.  Bei  Paramaecien  besitzen 
auch  Nahrungsvakuolen  auf  bestimmten  Stadien  ein  hohes  Speicherungs- 
vermögen für  basische  Vitalfarbstoffe.  Mit  Hilfe  von  Indikatoren  läßt  sich 
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nach  weisen,  daß  dieses  Speicherungsvermögen  an  das  Auftreten  von  Säuren 
in  den  Vakuolen  gebunden  ist  und  erlischt,  wenn  die  alkalische  Phase  der 
Vakuolen  beginnt,  bzw.  wenn  bei  dem  Tode  des  Tieres  die  Säure  der  Nah- 
rungsvakuolen in  die  Umgebung  diffundiert.  Im  Gegensatz  zu  den  Granulis 
handelt  es  sich  hier  wahrscheinlich  um  die  wäßrige  Lösung  einer  starken  Säure. 
Diesen  Unterschied  konnte  Nirenstein  durch  die  Vitalfärbung  mit  Indo- 
phenol (konz.  alkoholische  Lösung  mit  viel  Wasser  verdünnt)  zeigen;  Indo- 
phenol kann  von  Ölsäure  ausgeschüttelt  werden,  wird  aber  in  wäßriger  Lösung 
durch  Spuren  starker  Säuren  entfärbt.  Bei  Paramaecium  färbt  Indophenol 
dementsprechend  die  Granula  in  tensi  v,  nicht  aber  die  Nahrungs  vakuolen.  Ande- 
rerseits wird  eine  stark  verdünnte  alkoholische  Lösung  von  Dimethylaminoazo- 
benzol  durch  Spuren  von  starken  Säuren  fuchsinrot  gefärbt,  durch  Ölsäure 
aber  in  einem  gelben  Ton  ausgeschüttelt.  Dementsprechend  färben  sich  die 
Nahrungsvakuolen  in  ihrer  sauren  Phase  fuchsinrot,  das  Plasma  und  die 
gequollenen  Granula  gelb  (Nirenstein  benutzte  aus  bestimmten  Gründen 
Tiere  mit  gequollenen  Endoplasmagranulis). 

Besonders  wertvoll  sind  die  Nirensteinschen  Modellversuche,  weil  sich 
mit  der  Ausschütte] ung  durch  Diamylamin/Ölsäure  auch  für  die  Farbstoffe 
eine  Lipoidlöslichkeit  nach  weisen  ließ,  die  von  den  Gegnern  der  Lipoidtheorie 
bisher  als  Gegenargumente  aufgeführt  wurden,  da  sie  nur  die  absolute  Lös- 
lichkeit in  Cholesterin-Terpentin  festgestellt  hatten,  während  das  Entscheidende 
eben  die  relative  Löslichkeit,  d.  h.  das  ,, Teilungsverhältnis“  zwischen  Wasser 
und  Lipoiden  darstellt. 

Höber  (1926)  kommt  zu  anderen  Vorstellungen  über  die  Granulafärbung: 
Da  Öisäure  und  Diamylamin  im  Modellversuch  unabhängig  voneinander 
ihre  Einflüsse  auf  basische  und  saure  Farbstoffe  ausüben,  meint  er,  „daß 
auch  sie  weniger  in  echter  Lösung  chemisch  als  in  kolloidaler  Dispersion 
elektrisch  wirken,  daß  ihr  Einfluß  auf  die  Vitalfärbung  also  polare  Adsorption 
ist;  die  negativen  Ölsäureteilchen  würden  also  die  positiven  Farbkationen, 
die  positiven  Basenteilchen  die  negativen  Farbanionen  festhalten“. 

Gegen  die  Vorstellungen  von  Nirenstein  wendet  sich  K.  Zepf  (1927). 
Nach  seinen  Ausschüttelungsversuchen  mit  Methylenblauchlorid  ist  die 
Anreicherung  in  der  Ölsäurephase  aus  einer  wäßrigen  Lösung,  die  nach 
Nirenstein  schon  Paramaecium  vital  färben  müßte,  viel  zu  gering,  um  bei 
der  Schichtdicke  der  Tiere  in  Erscheinung  treten  zu  können.  Zipf  verweist 
dagegen  darauf,  daß  Nucleinsäure,  saure  Eiweiße  u.  a.  basische  Farbstoffe 
zu  speichern  vermögen,  und  „daß  die  lipoidfreie  Gelatine  das  , lipoidlösliche* , 
intensiv  färbende  Methylenblau  stark  speichert,  während  das  , lipoidunlös- 
liche4, wenig  färbende  Rhodamin  B auch  wenig  gespeichert  wird“.  Daher 
wird  eine  Austauschadsorption  angenommen,  die  z.  B.  für  Kaolin  nach  fol- 
gendem Schema  verlaufen  müßte:  Ca-Silikat  + Methylenblauchlorid  = CaCl2 
+ Methylenblausilikat.  Es  findet  hier  bei  dem  basischen  Farbstoff  also  ein 
Kationenaustausch  statt,  und  dementsprechend  soll  die  Aufnahme  saurer 
Farbstoffe  durch  einen  Anionenaustausch  erfolgen.  Bei  der  Farbstoff- 
speicherung durch  die  von  Nirenstein  verwandte  fettlösliche  Base  Diamyl- 
amin soll  auch  eine  solche  Austauschreaktion  vorliegen.  Die  Bedeutung  dieser 
Modellversuche  für  das  Verständnis  der  vitalen  Färbung  glaubt  Zipf  durch 
Durchspülungsversuche  an  überlebenden  Schildkrötenlebern  mit  Farb- 
stoffen und  pharmakologischen  Substanzen  nachweisen  zu  können.  Aus 
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seiner  Darstellung  ergibt  sich  aber,  daß  er  keine  einzige  Kontrolle  für  eine 
einwandfreie  vitale  Färbung  durchführte,  und  daß  daher  seine  Ergebnisse 
wahrscheinlich  mit  größerer  Berechtigung  auf  die  histologische  Färbung  zu 
beziehen  sind.  Mit  Recht  weist  Gersch  (1937)  darauf  hin,  daß  ,,Zipf  dem- 
entsprechend an  dem  entscheidenden  Problem  der  Permeabilität  und  damit 
auch  an  dem  auffallenden  Unterschied  zwischen  den  basischen  lipoidlöslichen 
Substanzen,  die  ungehindert  in  alle  Zellen  einzudringen  scheinen,  und  den 
sauren  lipoidunlöslichen,  die  nur  von  besonderen  spezialisierten  Zellsystemen 
aufgenommen  werden,  völlig  vorbei  geht“. 

Andererseits  konnte  M.  Gersch  jedoch  auch  für  eine  Reihe  von  pn-  und 
i'H-Indikatoren  nach  weisen,  daß  die  Übereinstimmung  zwischen  der  Auf- 
nahme durch  das  „Nirensteinsche  Zellmodell“  und  dem  Verhalten  bei  der 
vitalen  Färbung  keineswegs  ausreichend  ist,  um  eine  allgemeingültige  Er- 
klärung für  das  verschiedene  Verhalten  saurer  lipoidunlöslicher  und  basischer 
lipoidlöslicher  Farbstoffe  abzugeben. 

Ganz  neuerdings  hat  L.  Lison  (1937)  in  seiner  bekannten  gründlichen  und 
umsichtigen  Art  die  noch  völlig  ungeklärte  Frage  der  Beziehungen  zwischen 
Verhalten  bei  der  Vitalfärbung  und  physikochemischen  Eigenschaften  der 
Farbstoffe  mit  einer  neuen  Methode  untersucht. 

Zunächst  wurden  62  saure  Farbstoffe  (darunter  zum  Teil  noch  nicht  für 
die  Vitalfärbung  verwendete)  nach  Injektion  in  orthoptere  Insekten  (vor 
allem  Küchenschabe  und  Ohrwurm)  geprüft.  In  bezug  auf  die  Aus- 
scheidung durch  die  Malpighischen  Gefäße  gab  es  vier  Gruppen  von 
Farbstoffen : 

Die  erste  umfaßt  solche,  die  leicht  das  Epithel  des  Malpighischen  Gefäßes 
lumenwärts  zu  durchdringen  vermögen,  schwerer  in  umgekehrter  Richtung, 
und  die  daher  im  Lumen  stark  angereichert  werden; 

die  zweite  solche,  für  die  die  Zellen  auch  permeabel  sind,  die  aber  nicht 
im  Lumen  angereichert  werden; 

die  dritte  faßt  die  Farbstoffe  mit  nicht  eindeutigen  Ergebnissen  zu- 
sammen ; 

und  die  vierte  endlich  zählt  die  Farbstoffe  auf,  für  die  die  Zellen  absolut 
impermeabel  sind. 

In  einer  parallelen  Untersuchung  wurden  nun  die  physiko-chemischen 
Eigenschaften  dieser  Farbstoffgruppen  festgestellt,  wobei  nicht  nur  das 
Diffusionsvermögen  in  Gelatine  sondern  auch  das  ,, freie“  Diffusionsvermögen 
in  Wasser  sowie  ferner  das  elektrokapillare  Verhalten  geprüft  wurde  (mit 
Recht  weist  Lison  darauf  hin,  daß  Diffusion  in  einem  Gel  oder  die  Durch- 
wanderung von  Membranen  [Ultrafiltration,  Dialyse]  zu  komplexe  Vorgänge 
sind,  um  für  einfache  Bestimmung  der  Teilchengröße  zulässig  zu  sein.  Auch 
die  Bestimmung  der  Molekül-  oder  Micelldimensionen  durch  die  Spektren 
der  X-Strahlen,  durch  die  Messung  der  Oberflächenspannung,  durch  die 
, ,Tyndallometrie“  und  Ultramikroskopie  genügen  nicht  den  allgemeinen 
Anforderungen  an  eine  solche  Messung). 

Die  Bestimmung  der  Diffusion  erfolgte  mit  der  Mikromethode  von  Fürth 
und  der  Apparatur  von  Nistler  und  die  Berechnung  der  Teilchengröße 
nach  der  Formel  von  Stokes-Einstein  (obgleich  diese  nach  Lison  noch 
nicht  absolute  Werte  zu  geben  vermag,  da  sie  nur  für  Teilchen  von  Kugel- 
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form  zutrifft,  was  für  Farbstoffe  zumindest  unbewiesen  ist,  und  da  auch 
ein  gewisser  ,, Elektrolytfehler“  nicht  ausgeschaltet  werden  kann) 

1 

N 6 nr\  r 

( D — Diffusionskoeffizient,  R — Gaskonstante,  T — absolute  Temperatur, 
N = Avogadrosche  Zahl,  rj  = Viscositätskonstante  der  Lösungsmittel,  r = 
Halbmesser  des  Teilchens.) 

Trotz  dieser  Bedenken  ist  jedoch  eine  charakteristische  Konstante  zu  er- 
halten, die  vielleicht  nicht  exakt  der  Teilchengröße  selbst  entspricht,  aber 
jedenfalls  sich  auf  ihr  gründet. 

Das  Ergebnis  dieses  Vergleichs  ist  eindeutig:  es  besteht  keine  Beziehung 
zwischen  der  Diffusibilität  und  damit  der  Dispersion  und  dem  vitalfärberischen 
Verhalten,  speziell  der  Permeabilität  der  Zellen  der  Malpighischen  Gefäße. 

Zum  zweiten  stellte  L.  Lison  die  Diffusibilität  im  Gelätinegel  fest,  und 
zwar  auch  wiederum  genauer  als  die  früheren  Untersuchungen  auf  Grund 
einer  Formel  von  Fürth.  Aber  auch  diese  Werte,  die  bekanntlich  ein  kom- 
plexes Geschehen  widerspiegeln,  stehen  in  keiner  Beziehung  zu  den  Per- 
meabilitätsverhältnissen der  Malpighischen  Gefäße. 

Ebensowenig  gab  die  Messung  der  elektrokapillaren  Kräfte,  für  die  ein 
Maßstab  durch  Aufsaugen  der  Farblösung  in  Streifen  Filtrierpapiers  nach 
einer  Technik  von  Goppelsröder  gewonnen  wurde  (in  der  Tabelle  aus- 
gedrückt durch  den  Bruch  bstoff  Aufschlüsse. 

Wasser 

Dagegen  scheint  es  Lison  so,  als  ob  Beziehungen  bestehen  müßten  zwischen 
den  Faktoren,  die  das  Eindringen  der  Farbstoffe  aus  Gruppe  D in  die  Malpi- 
ghischen Gefäße  verhindern,  und  denen,  die  in  der  industriellen  Färbetechnik 
eine  direkte  Färbung  der  Baumwolle  und  Cellulosefasern  ermöglichen.  Im 
allgemeinen  färben  die  typischen  sauren  Farbstoffe  der  industriellen  Färbe- 
technik die  nicht  als  Elektrolyten  fungierenden  Pflanzenfasern  nicht,  da  es 
sich  ja  bei  der  Färbung  um  elektropolare  Adsorption  des  aus  einem  gefärbten 
Anion  und  einem  ungefärbten  Kation  zusammengesetzten  Farbstoffes  handelt, 
wohl  dagegen  die  aus  Eiweißstoffen  (Fibroin,  Keratin)  aufgebauten  tierischen 
Fasern,  die  amphoteren  Elektrolytcharakter  haben.  Es  gibt  jedoch  auch 
unter  den  sauren  Farbstoffen  solche,  die  ,, direkt“  oder  ,, substantiv“,  d.  h. 
ohne  Beize,  die  indifferenten  pflanzlichen  Substrate  anfärben,  ohne  daß  die 
dafür  maßgeblichen  physikochemischen  Faktoren  bisher  aufgedeckt  werden 
konnten.  Diese  Gruppe  der  direkten  oder  substantiellen  (sauren)  Farbstoffe 
zeichnet  sich  aber  gleichzeitig  durch  Impermeabilität  für  die  Malpighischen 
Gefäße  aus. 


c)  Die  Bedeutung  der  Wasserstoffionenkonzentration : Der  Grad 
der  Anfärbung  ist  ganz  allgemein  in  starkem  Maße  abhängig 
vom  pH  des  „Milieus“,  aus  dem  gefärbt  wird,  und  zwar  wird  die 
Anfärbung  mit  sauren  Farbstoffen  durch  saures,  mit  basischen  Farb- 
stoffen durch  basisches  Außenmedium  begünstigt.  Durch  Modell- 
versuche mit  Gelatine  u.  a.  konnten  das  Bethe,  Rohde,  Pischingek 
u.  a.  nachweisen,  während  Nirenstein  und  später  Gellhorn  Ent- 
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sprechendes  bei  Paramaecien  bzw.  Eizellen  feststellten.  So  ist  z.  B. 
die  Grenzkonzentration,  die  noch  eben  die  Diffusfärbung  von  Para- 
maecien  hervorzurufen  vermag,  bei  Ansäuerung  des  Kulturwassers 
mit  Zitronensäure  (1 : 9000)  für  Indulinscharlach  1 : 60000  gegen- 
über 1 : 1500000  in  alkalischer  Lösung  (Zusatz  von  Kaliumcarbonat 
1 : 4500).  Ebenso  wird  nach  Untersuchungen  von  von  Prowazek  (1910) 
die  Giftigkeit  basischer  Farbstoffe  durch  Alkalizusatz  erhöht,  durch 
Säurezusatz  herabgesetzt,  und  nach  J.  Traube  (1912)  erhöht  Zusatz 
von  Kaliumcarbonat  die  Giftigkeit  von  Methylenblau,  Methylgrün 
und  Kristallviolett.  Nach  Nerenstein  wirkt  die  alkalisierte  Indulin- 
scharlachlösung bei  einer  Konzentration  von  1 : 900000  tödlich,  bei 
Ansäuerung  wird  sie  bis  zur  Konzentration  von  1 : 60000  vertragen. 
Noch  extremer  ist  der  Unterschied  bei  Acridingelb,  von  Möllendorff 
möchte  allerdings  die  Angaben  von  Prowazeks  so  erklären,  daß 
der  „Zusatz  von  schwachen  Alkalien  die  Lipoidlöslichkeit  der  basischen 
Farbstoffe  steigert“  und  so  „z.  B.  bei  Neutralrot  zur  diffusen  Proto- 
plasmafärbung führt,  während  der  die  Löslichkeit  zurückdrängende 
Säurezusatz  die  Granulafärbung  bestehen  läßt“.  Bei  sauren  Farb- 
stoffen soll  dagegen  die  Dispersität  durch  Säurezusatz  erhöht  werden. 
Diese  Deutungen  scheinen  nach  den  neueren  Untersuchungen  über 
das  Wesen  der  histologischen  Färbung  überholt  zu  sein  (vgl.  S.  100) 
und  konnten  auch  nicht  durch  Messungen  der  Dispersität  der  Farb- 
stoffe in  Lösungen  mit  verschiedenem  pH  bestätigt  werden. 

Auch  nach  der  Reaktionstheorie  der  Vitalfärbung  von  Bethe  ist  die 
W asserstöff  ionenkonzentration  als  der  wesentliche  Faktor  anzusehen. 
Bethe  ging  aus  von  entscheidenden  Versuchen  Hofmeisters  und  Spiros, 
wonach  ein  Gelatinegel  bei  alkalischer  Reaktion  aus  der  Lösung  einer  Farb- 
base  besonders  stark  Farbstoff  anreichert,  während  bei  saurer  Reaktion  vor  allem 
saure  Farbstoffe  aufgenommen  werden.  Dementsprechend  nahm  Bethe  an, 
daß  saure  Zellen  besonders  saure,  basische  dagegen  die  basischen  Farbstoffe 
zu  speichern  vermögen.  Rohde  glaubte  diese  Theorie  durch  Färbeversuche  an 
Schnitten  pflanzlichen  Gewebes  belegen  und  die  Innenreaktion  der  Zellen  und 
damit  die  Färbbarkeit  durch  Pufferlösungen  von  verschiedenem  pg  umstimmen 
zu  können.  Neuere  Versuche  von  Gersch  ergeben  jedoch,  daß  bei  Paramaecien, 
mit  denen  Rohde  auch  experimentierte,  eine  vitale  Umstimmung  des  pg 
durch  Puffergemische  nicht  zu  erreichen  ist.  Bei  Ap^sia-Embryonen  fanden 
Ries  und  Gersch,  daß  die  relativ  sauren  Zellen  (pg  etwa  6)  die  sauren  Farb- 
stoffe nicht  speichern,  sondern  gerade  im  Gegenteil  die,  welche  ein  pg  von 
annähernd  8 aufweisen.  Auch  Gellhorn  wendet  sich  gegen  die  Vorstellung, 
daß  saure  Zellen  vor  allem  saure,  basische  dagegen  basische  Farbstoffe 
aufnehmen.  Während  die  für  Bethes  Theorie  sprechenden  Versuche  Rohdes 
keineswegs  der  Kritik  standhalten  (vor  allem  auch  hinsichtlich  der  Vitalität 
der  Färbungserscheinungen),  scheint  die  Vorstellung  von  Nirenstein,  von 
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Möllendorff  u.  a.,  daß  die  Speicherung  basischer  Farbstoffe  durch  saure 
Substanzen  bedingt  sei,  viel  besser  begründet.  Wir  können  daher  den  zweiten 
Teil  von  Bethes  Reaktionstheorie  wohl  als  hinfällig  ansehen.  Dagegen  be- 
steht kein  Zweifel  darüber,  daß  Anfärbung  mit  sauren  Farbstoffen  in  saurem, 
mit  basischen  dagegen  in  basischem  Milieu  begünstigt  wird.  Höber  erklärt 
diesen  Einfluß  — jedenfalls  für  den  Modellversuch  mit  Gelatinegel  — mit 
dem  Ampholytcharakter  der  Eiweißlörper,  die  ,,je  nach  der  Reaktion  als  Ka- 
tion oder  Anion  auftreten  und  dann  je  nachdem  mit  einem  Farbanion  oder 
Farbkation  ein  Salz  bilden“.  Bezüglich  der  Ausschüttelungsversuche  mit 
lipoiden  Lösungsmitteln  meint  Höber,  daß  ,, Säure  in  der  Lösung  eines 
Säurefarbstoffes  das  Auftreten  der  freien  Farbsäure,  Alkali  in  der  Lösung 
eines  basischen  Farbstoffes  die  Bildung  der  Farbbase  bewirkt,  und  daß  diese 
im  allgemeinen  lipoidlöslicher  sind  als  die  Farbsalze“. 

d)  Die  Bedeutung  von  Ladung  und  Ladungsänderungen  der  Farb- 
stoffe: Die  meisten  Forscher  setzen  voraus,  daß  die  Farbstoffe  auch 
im  Blut  und  in  den  Geweben  ihre  typische  Ladung  beibehalten. 
Demgegenüber  behaupten  R.  Keller  und  J.  Gicklhorn  auf  Grund 
von  Untersuchungen  mit  Hilfe  der  Fürthschen  Hochspannungs- 
kataphorese,  daß  bei  den  meisten  Vitalfarbstoffen  der  Ladungssinn 
je  nach  dem  Lösungsmittel  wechselt.  Eine  Reihe  von  basischen 
Farbstoffen,  wie  Neutralrot,  Methylenblau  u.  a.  werden  durch  Serum- 
zusatz so  weit  umgeladen,  daß  sie  umgekehrt  wie  in  reinem  Wasser 
wandern.  Keller  unterscheidet  deswegen  'physikalische  und  phy- 
siologische Ladung  der  Farbstoffe.  Nach  Keller  sind  auch  im  histo- 
logischen Präparat  stets  anodische  Zellorte  durch  basische,  katho- 
dische  durch  saure  Farbstoffe  darzustellen,  wobei  natürlich  die 
physiologische  Ladung  entscheidend  ist.  Nach  dieser  Auffassung, 
die  bisher  allerdings  wohl  nur  von  wenigen  angenommen  wurde, 
würden  wir  nahezu  grundsätzlich  alle  Vorzeichen  der  elektrischen 
Ladungen  bei  den  Histosystemen  umzukehren  haben. 

Da  Keller  und  seine  Mitarbeiter  annehmen,  daß  die  Farbstoffver- 
teilung im  Organismus  in  erster  Linie  von  den  Ladungsver- 
hältnissen zwischen  Farbstoff  und  Substrat  abhängig  ist,  werden 
vitale  und  postvitale  Färbungen  gleicherweise  benutzt,  um  ,, Ge webskathoden“ 
und  ,,Gewebsanoden“  durch  die  Anfärbung  mit  den  entsprechenden  Farb- 
stoffen darzustellen.  ,, Aufgabe  einer  ,Elektrohistologie‘  im  engeren  Sinne 
muß  also  zunächst  sein,  eine  genaue  Topographie  der  Ladungsverteilung  im 
Organismus  zu  gewinnen,  und  zwar  unter  Bedingungen,  die  lebenswahren 
Verhältnissen  möglichst  nahe  kommen“  (Keller  und  Gicklhorn  1932). 
Diese  Aufgabe  erscheint  den  Autoren  deshalb  so  vordringlich,  weil  die  elektro- 
statischen Ladungen  ,, letzten  Endes  einen  dominierenden  Einfluß  auf  jedes 
Geschehen  im  Organismus  haben,  gleichgültig,  ob  man  rein  physikalische, 
chemische  oder  rein  physiologische  Fragen  behandelt“.  Bisher  aber  wurden 
die  elektrostatischen  Ladungen  fast  ganz  gegenüber  der  Messung  und  Fest- 
stellung von  elektrischen  Strömen  in  der  Elektrophysiologie  vernachlässigt. 
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Als  Kontrolle  der  färberischen  Methoden  dieser  ,, Bioelektrostatik“  dient 
dabei  die  direkte  Messung  der  Ladungen  mit  Hilfe  von  Mikroelektroden,  die 
zu  einem  statischen  Meßinstrument  (Binantenelektrometer,  Fadenelektro- 
meter) führen,  wie  sie  vor  allem  von  Ettisch  und  Peterfi  durchgeführt 
wurde  (s.  S,  84).  Leider  war  es  aber  mit  dieser  Methode  bisher  noch 
nicht  möglich,  Messungen  an  verschiedenen  Strukturen  im  Innern  der 
Zellen  durchzuführen. 

Als  Farbstoffe,  die  relative  Kathoden  unter  den  Histosystemen  anfärben, 
werden  vor  allem  Eosin,  Erythrosin,  das  relativ  leichtumladbare  Alizarin, 
Fluorescein,  Kongorot  u.  a.  genannt.  Außerdem  sind  sämtliche  Schwer- 
metallsalze Kathodenreagenzien  (Nachweis  meist  hinterher  an  Schnitten 
mit  den  entsprechenden  Reagenzien).  Als  Anodenfarbstoffe  gelten  Methylen- 
blau, Toluidinblau,  Nilblausulfat,  Neutralrot  u.  a.  m.  Als  Paradebeispiel 
für  eine  elektive  Anoden-  und  Kathodenfärbung  wird  dabei  meist  ein 
Pflanzenquerschnitt,  z.  B.  ein  Efeustengel,  angeführt. 

Diese  vor  allem  von  R.  Keller  und  seinen  Mitarbeitern  propagierte 
Forschungsrichtung  hat  sicherlich  eine  größere  allgemein-biologische  Be- 
deutung, sie  krankt  aber  m.  E.  noch  daran,  daß  bisher  zu  schematisch 
nur  „Gewebskathoden“  und  ,, Ge websanoden“  schlechthin  aufgezeigt  wurden, 
vielfach  ohne  feinere  quantitative  Kennzeichnung,  daß  die  Frage  noch  un- 
geklärt ist,  ob  entsprechend  Kellers  Vorstellungen  allgemein  zwischen 
physikalischer  und  physiologischer  Ladung  der  Farbstoffe  unterschieden 
werden  muß  (ob  also  die  Kathoden  nicht  vielleicht  gerade  umgekehrt  die  Anoden 
darstellen  usw. !)  und  daß  von  allen  weiteren  Faktoren  der  Vitalfärbung  eigent- 
lich nur  die  Dispersität  der  Farbstoffe  eingehender  berücksichtigt  wird  (die  auch 
wiederum  von  der  Ladung  abhängt!);  auch  wird  besonders  bei  pflanzlichen 
Objekten  manchmal  zu  sehr  das  Schnittbild  für  die  Aufdeckung  der  vitalen 
Ladungsverhältnisse  ausgewertet.  Es  erscheint  weiterhin  noch  nicht  sicher 
erwiesen,  daß  z.  B.  der  Wassertransport  durch  die  Haut  und  andere  physio- 
logisch bedeutsame  Vorgänge  in  dem  Ausmaß  von  der  elektrostatischen 
Polarität  abhängen,  wie  es  vielfach  angenommen  wird,  und  endlich  kann 
man  bisher  wohl  noch  nicht  ohne  weiteres  und  in  allen  Fällen  die  Reduktion 
von  Metallsalzen  als  Kathodenreaktion  auffassen . zumal  wir  wissen,  daß  diese 
Reduktion  vielfach  durch  definierte  organische  Körper  (u.  a.  Vitamin  C, 
Adrenalin  usw.,  vgl.  S.  201)  zustande  kommt,  die  in  der  lebenden  Zelle 
bestimmter  Speicher-  oder  Bildungsorgane  meist  in  gespeichertem  und  blok- 
kiertem  Zustande  vorliegen  und  ihre  stark  reduzierende  Wirkung  erst  nach 
Abtötung  der  speichernden  Zelle  in  Erscheinung  treten  lassen  (vgl.  Versuche 
von  Ries  [1937]  über  die  Bedeutung  des  Vitamin  C für  die  Reduktion  von 
Farbstoffen  bei  Aplysia).  Es  erscheint  daher  heute  noch  grundsätzlich  ver- 
läßlicher, die  elektrostatischen  Verhältnisse  durch  direkte  Messung  mit 
unpolarisierbaren  Mikroelektroden  festzustellen,  wie  es  z.  B.  Peterfi,  Dorf- 
man  u.  a.  in  sehr  exakter  Weise  durchgeführt  haben.  Es  ist  schließlich  nur 
noch  eine  Sache  der  Technik,  genügend  feine  Mikroelektroden  und  empfind- 
liche, ungestört  arbeitende  (abgeschirmte)  Elektrometer  zu  konstruieren, 
um  dieser  Aufgabe  gerecht  zu  werden  (vgl.  S.  212). 

Ganz  ähnliche  Ziele  wie  R.  Keller  verfolgt  auch  L.  Karczag  mit  seiner 
sog.  Elektropie.  Bekanntlich  werden  eine  Reihe  von  Farbstoffen  (sog. 
elektrope  Farbstoffe)  durch  elektrostatische  Ladungen  verändert,  so  erleiden 
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dadurch  vor  allem  bestimmte  Triphenylmethansulfosäurefarbstoffe  intra- 
molekulare Umlagerungen,  die  zu  Isomerisationsprozessen  führen.  An  der 
echten,  farbigen  Ammoniumbase,  die  aus  dem  Farbsalz  hervorging,  soll 
dabei  eine  ,, Bewegung  der  OH- Gruppe  von  einem  Atom  zum  anderen“ 
stattfinden,  wobei  der  Körper  sich  zu  der  farblosen  Carbinol Verbindung 
isomerisiert  bzw.  tautomerisiert : 


R2  = N — CI  R2  = N — OH  R2  = N 

Farbsalz  Farbige,  echte  Farblose  Pseudo  - 
Ammoniumbase  base,  Carbinol. 

Karczag  erklärt  diese  Verlagerung  der  ,, negativ  geladenen  OH- Gruppe 
durch  die  elektrostatische  Ladung  des  Ladungsstoffes  von  einem  Atom  zum 
anderen“  durch  elektrodynamische  Kräfte  und  bezeichnet  sie  dabei  als 
elektrope  Tautomerisation.  Durch  diesen  \ organg  sollen  nun  die  elekoropen 
Substanzen  genau  so  wie  Elektroskope  elektrische  Ladungen  anzeigen,  sie 
werden  daher  von  Karczag  als  ,,Chemoskope“  bezeichnet.  Jeder  Stoff 
wird  nach  der  Regel  von  Coehn  gegen  einen  anderen  von  höherer  Dielektri- 
zitätskonstante negativ  oder  umgekehrt  positiv  aufgeladen.  Ist  die  negative 
elektrostatische  Ladung  eines  Fremdköjpers  in  der  Farblösung  größer  als 
die  des  Farbstoffes,  so  erfolgt  Entfärbung  zum  farblosen  Carbinol,  ist  sie 
geringer,  wird  der  Farbstoff  adsorbiert;  bzw.  wenn  farbloses  Carbinol  vorlag, 
wird  der  Farbstoff  regeneriert.  Daher  ist  aus  Entfärbungs-,  Adsorptions- 
und Regenerationsvorgängen  zu  schließen,  ob  irgendein  Körper  stärker, 
gleichstark  oder  schwächer  geladen  ist  als  die  elektrosensiblen  Moleküle  der 
negativ  geladenen  Farbstoffe. 

Für  uns  ist  hier  die  Methode  der  ,,Vitalchemoskopie“  von  Bedeutung. 
Als  eine  Reihe  saurer  tautomerisationsfähiger  Chemoskope  absteigender 
Empfindlichkeit  werden  Rotviolett,  Fuchsin  S,  Wasserblau,  Lichtgrün, 
Pyrrolblau  genannt,  als  positiv  geladene  Farbstoffe  Fuchsin,  Malachit- 
grün, Methylviolett,  Gentiana  violett,  Kristall  violett,  wobei  die  Empfind- 
lichkeitsskala gegenüber  Färbung  (Regeneration  zum  Farbstoff)  und  Ent- 
färbung (Bildung  des  Carbinols)  der  Ladungsreihenfolge  gleichgesetzt  wird. 
Dementsprechend  haben  Flüssigkeiten  oder  Organe,  die  nur  Rotviolett 
entfärben,  Ladungsstärke  1,  die  Rotviolett  und  auch  noch  Fuchsin  S ent- 
färben, Ladungsstärke  2 usw.  Werden  alle  sauren  Chemoskope  entfärbt 
(Ladungsstärke  mindestens  5),  dann  sind  die  positiven  Chemoskope  zu 
prüfen,  bis  schließlich  mit  der  Entfärbung  von  Kristallviolett  negative  La- 
dungsstärke 10  erreicht  wird. 

Die  Darstellung  der  Carbinole  aus  den  Farbstoffen  kann  durch  Eintropfen- 
lassen einer  l°/0igen  Farblösung  in  kochendes  Leitungs wasser,  durch  Kohlen- 
pulver oder  Kohlenstäbe,  Schwefel  oder  Kaolin,  weiterhin  aber  auch  durch 
elektrolytische,  chemische  oder  strahlende  Energien  und  durch  Licht  oder 
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Wärme  erfolgen,  die  Regeneration  dagegen  vor  allem  durch  Säuren.  „Nach 
der  Sörensenschen  Methode  geprüft,  indiziert  eine  zirka  O,l0/00  Fuchsin-S- 
Carbinol  eine  Wasser stoff zahl  pn  5,2  — 6,6,  eine  zirka  0,1%0  Wasserblau- 
carbinol  eine  Wasserstoff  zahl  pn  5,0  — 6,2.“  Wasserblau  soll  bei  pH  4,8 
bis  8,8,  Fuchsin  S bei  pn  4,6 — 7,3  und  Lichtgrün  bei  6,8 — 9,7  praktisch  farblos 
sein;  die  drei  Farbstoffe  sind  unbedingt  farblos  bei  pg  9,3  bzw.  8,8  bzw.  10,4. 

Organe  und  Organextrakte  haben  in  ganz  verschiedenem  Ausmaß  die 
Fähigkeit,  die  Farbstoffe  zu  entfärben  bzw.  unverändert  zu  lassen  oder  aber 
die  Carbinole  zum  Farbstoff  zu  regenerieren.  Es  ist  ja  schon  seit  langem 
vor  allem  den  Muskelphysiologen  die  Entfärbung  von  Säurefuchsin  durch 
den  ruhenden  Muskel  und  die  Farbregeneration  durch  Säurebildung  nach 
Arbeitsleistung  bekannt.  Auch  aus  Versuchen  von  Ehrlich,  Goldman  u.  a. 
ging  hervor,  das  Sulfosäurefarbstoffe  in  farbloser  Form  im  Blute  und  in 
Körpersäften  vorhanden  sein  können.  So  war  z.  B.  Fuchsin  S aus  der  Leuko- 
form  im  Harn  und  in  der  Galle  durch  Säure  zu  regenerieren.  Weiterhin 
konnte  Cuenot  schon  1895  nachweisen,  daß  Säurefuchsin  in  der  farblosen 
Carbinolform  in  der  Krebsdrüse  ausgeschieden  wird  und  durch  Essigsäure 
regeneriert  werden  kann  (vgl.  P.  Gerard  1937). 

Zur  Injektion  in  den  Tierkörper  sind  nach  Karczag  vor  allem  Säure- 
fuchsin, Lichtgrün  und  Wasser  blau,  weiterhin  noch  unter  Umständen  Fuchsin 
und  Säure  violett  geeignet.  Die  Farbstoffe  werden  in  2 — 5°/0iger  Lösung 
(in  physiolog.  Kochsalzlösung)  subcutan  injiziert  (z.  B.  pro  Kilogramm  Ka- 
ninchen bis  zu  5 g Fuchsin  oder  3 g Lichtgrün).  Das  Tier  wird  dann  etwa 
12  Stunden  später  getötet  und  die  Organe  auf  Färbung  bzw.  Entfärbung 
zunächst  makroskopisch,  dann  an  Hand  von  Gefrierschnitten  mikroskopisch 
untersucht.  Um  festzustellen,  ob  Farbstoff  aufgenommen  und  in  die  Carbinol- 
form überführt  wurde,  muß  dann  der  Farbstoff  durch  Einwirkung  von 
0,1%  Salzsäure  bzw.  durch  ein  stark  saures  Fixierungsgemisch  regeneriert 
werden. 

Das  verschiedene  Verhalten  von  Wirbeltierorganen  ist  in  zahlreichen 
Arbeiten  von  Karczag  und  seinen  Mitarbeitern  sehr  ausführlich  dargestellt 
worden.  Danach  sollen  im  Körper  ausschließlich  negative  elektrostatische 
Ladungen  Vorkommen,  sowohl  im  lebenden  als  auch  im  toten  Zustande  und 
unter  normalen  wie  auch  pathologischen  Bedingungen.  Nervengewebe,  quer- 
gestreifte Muskulatur,  Plattenepithel,  viele  innersekretorische  Drüsen,  Lungen- 
parenchym usw.  speicherten  nicht  Carbinole,  wohl  dagegen  kollagene  und 
elastische  Fasern,  Nierenkanälchen,  glatte  Muskulatur  der  Arterienwände, 
Bronchien,  Follikel  und  Eizellen  der  Eierstöcke.  Als  stark  negativ  sollen 
sich  Gehirn,  Rückenmark,  Knochenmark,  Milzpulpa,  Lunge,  Erythrocyten, 
Nebennierenrinde,  Muskulatur  und  Leber,  als  mittelstark  negativ  Bindege- 
webe, Follikel  und  Nierentubuli  erweisen.  Nach  den  Ergebnissen  der 
, ,Pathochemoskopie“  waren  sehr  stark  negativ:  tropfige  Entmischung,  fettige 
Degeneration,  trübe  Schwellung  akut  endzündlicher  Gewebe,  Mäusekarzi- 
nomzellen, Eiter;  stark  negativ:  amyloide  Degeneration;  mittelstark: 
nekrotisierte  Nierenepithelzellen,  Nekrosen  des  Mäusecarcinoms  und  der 
Tuberkel,  hyaline  Degeneration;  schwächer  negativ:  nicht  nekrotisierte 
Nierenepithelzellen. 

Bei  Zusatz  von  l%igen  Lösungen  der  Chemoskope  zu  Gewebekulturen 
ergaben  sich  nicht  sehr  eindeutige  Resultate  (L.  Karczag  und  L.  Nemeth 
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1927).  Fibroblasten  und  Knochenmarkzellen  nahmen  den  Farbstoff  nicht 
an.  In  Hühner-  und  Froschmilzkulturen  waren  vielleicht  , ,phagocytierte 
Farbstoffkörner  in  Leukocyten“  festzustellen.  Auch  soll  sich  das  Plasma 
der  weißen  Blutzellen  und  bei  den  Erythrocyten  auch  der  Kern  angefärbt 
haben,  und  zwar  um  so  mehr,  je  größer  die  Dispersität  war  (Fuchsin  S > Licht- 
grün >>  Wasser  blau). 

Die  von  Kapczag  propagierten  Methoden  haben  sich  jedoch  kaum  all- 
gemein eingebürgert,  zumal  sie  bestenfalls  nur  ganz  ungefähre  Vorstellungen 
über  die  Ladungsverhältnisse  in  den  Geweben  zu  geben  vermögen  und 
die  Ergebnisse  bei  unseren  noch  relativ  wenig  entwickelten  und  gesicherten 
allgemeinen  Kenntnissen  der  Vital  färbungsprozesse  nicht  so  eindeutig  aus- 
gewertet werden  können,  wie  es  Karczag  versucht.  Auch  ist  zu  bedenken, 
daß  die  topographische  ,, Naturtreue“  der  Präparate  bei  Anwendung  der 
Gefrierschnitt-Technik  nicht  gewahrt  ist.  Weiterhin  wird  vielfach  die  Ver- 
teilung des  Farbstoffes  oder  der  Carbinole  innerhalb  der  Zelle  vernachlässigt 
und  meist  nur  ein  allgemeiner  Bruttowert  für  das  Verhalten  der  Organe  an- 
gegeben. Da  es  sich  aber  um  saure  lipoidunlösliche  und  überwiegend  schwer 
zu  speichernde  Farbstoffe  handelt,  dürften  sie  in  den  meisten  Fällen  wohl  erst 
nach  dem  Zelltode  in  größerem  Ausmaß  in  die  Zellen  selbst  eindringen,  um 
dort  histologische  Strukturfärbungen  zu  ergeben.  Es  fehlt  meines  Wissens 
auch  noch  eine  eingehende  Auseinandersetzung  der  Ergebnisse  der  ,,  Chemo - 
skopie“  mit  den  Erfahrungen  der  vitalfärberischen  Untersuchung  des  pH 
und  des  Redoxpotentials  durch  andere  Forscher. 

e)  Das  Wesen*1  der  farbstoff speichernden  Strukturen : Über  die 
Natur  der  Speicherungsstrukturen  für  basische  Vitalfarbstoffe  be- 
stehen noch  viele  Unstimmigkeiten,  die  z.  T.  darauf  beruhen,  daß 
außer  den  typischen  Speichergranulis  auch  so  verschiedenartige 
Gebilde  wie  Dotterschollen,  Pigmentkörner,  phagocytierte  Sub- 
stanzen die  Speicherfunktion  übernehmen  können.  Von  Nirenstein 
wird  entsprechend  seinen  Modellversuchen  ebenso  wie  von  Ries 
für  die  Speichergranula  das  Vorkommen  von  Lipoiden  betont; 
von  Möllendorff  sieht  in  ihnen  vor  allem  saure  Eiweißsubstanzen, 
läßt  aber  ausdrücklich  die  Möglichkeit  der  Bedeutung  von  Fettsäuren 
bei  der  Ausflockung  der  basischen  Farbstoffe  zu.  Parat  und  seine 
Schule  sprechen  von  einer  wäßrigen  Lösung  von  Kristalloiden,  und 
Köring  und  Kedrowski  glauben  nachweisen  zu  können,  daß  es  sich 
bei  den  vital  färbbaren  Strukturen  um  Substrate  mit  proteolytischen 
Fermenten  handelt,  in  denen  nach  Kedrowski  auch  Eiweißabbau- 
produkte eine  besondere  Rolle  spielen. 

Spek  schließt  aus  dem  Farbton  mit  Indikatoren,  daß  die  Speichergranula 
wäßrige  eiweißhaltige  basische  Phasen  sind,  in  denen  der  basische  Vital- 
farbstoff ausflockt,  wobei  jedoch  nach  dem  Ausfall  der  Modellversuche 
fraglich  bleibt,  weshalb  der  basische  Farbstoff  in  größerer  Menge  in  die  ba- 
sische Phase  aus  dem  saureren  Milieu  eindringt.  Allerdings  läßt  sich  nach  j 
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Modellversuchen  von  Gersch  Neutralrot  durch  Diamylamin,  also  eine  fett- 
lösliche Base,  aus  einer  wäßrigen  Lösung  ausschütteln. 

Die  Fermenttheorie  hat  zweifellos  nur  begrenzte  Bedeutung;  denn  es 
färben  sich  z.  B.  die  typischen  Fermentträger  in  der  Pankreaszelle,  die  Proen- 
zym granula  nicht,  im  Gegensatz  zu  ihren  Vorstadien.  Bei  Paramaecium 
färben  sich  die  Verdauungsvakuolen  in  der  sauren  Phase,  die  wahrscheinlich 
der  Abtötung  der  eingestrudelten  Beute  dient,  nicht  aber  in  der  tryptisch 
verdauenden  Periode. 

Parats  Hypothese  knüpft  zu  stark  an  die  Verhältnisse  der  differen- 
zierten Pflanzenzelle  an,  in  der  durch  die  große  wäßrige  Zellsaftvakuole 
besondere  Bedingungen  vorhegen.  Sie  erscheint  auch  dadurch  widerlegt, 
daß  in  vielen  Speichergranula  Lipoide  durch  die  Osmiophilie  (s.  S.  254), 
durch  die  Färbbarkeit  mit  ausschließlichen  Fettfarbstoffen  und  durch 
das  Verhalten  bei  Fixierung  und  Einbettung  nachgewiesen  werden  konnten 
(Ries).  Fraglich  bleibt  dagegen  noch,  ob  es  sich  entsprechend  den  Vor- 
stellungen Nirensteins  um  reine  Lipoidphasen  handelt,  in  die  nur  die  Farb- 
base  eindringt,  um  sich  dort  erneut  mit  einer  lipoidlöslichen  Säure  zu  einem 
Farbsalz  zu  binden,  oder  ob  es  sich  bei  den  Speicherstrukturen  um  lipoid- 
und  eiweißhaltige  Phasen  handelt,  die  infolge  ihres  Säuregrades  ein  be- 
sonderes Speichervermögen  für  basische  Farbstoffe  besitzen.  Die  Tatsache, 
daß  bei  vielen  Tieren  sowohl  basische  lipoidlösliche  als  auch  saure  lipoid- 
unlösliche Farbstoffe  von  denselben  Strukturen  gespeichert  werden  können, 
wobei  oft  nach  Fixierung  der  vitalgefärbten  Gewebe  ein  besonderes  neu 
gebildetes  Eiweißsubstrat  festgestellt  werden  kann  (vgl.  Chlopin,  Ries  und 
Schölzel  u.  a.),  spricht  dafür,  daß  Eiweiße  neben  Lipoiden  in  den  Speicher- 
strukturen Vorkommen,  wobei  ihre  Anteile  bei  den  einzelnen  Objekten  ver- 
schieden sein  mögen.  Außerdem  läßt  sich  meistens  eine  stärkere  Wasser- 
quellung nach  Vitalfärbung  nachweisen.  Zweifellos  ist  die  basische  Farb- 
stoffspeicherung in  vielen  Granulis  mit  einer  Farbstoff ausflockung  verbunden, 
wenngleich  in  den  meisten  typischen  Fällen  entgegen  der  Ansicht  von 
Möllendorffs  eine  durchaus  homogen  erscheinende  Durchfärbung  fest- 
zustellen ist,  was  aber  natürlich  eine  Adsorption  des  Farbstoffs  an  ent- 
gegengesetzt geladenen  Kolloiden  nicht  ausschließt. 

Nach,  neueren,  noch  nicht  abgeschlossenen  Versuchen  an  der 
Pankreaszelle  halte  ich  für  wahrscheinlich,  daß  es  sich  bei  den  ty- 
pischen, mit  basischen,  lipoidlöslichen  und  leicht  flockbaren  Farb- 
stoffen vom  Typus  des  Neutralrot  färbbaren  Granulis  um  Kom- 
plexkoazervatsysteme  im  Sinne  von  Bungenberg  de  Jong 
handelt.  D.  h.  also  um  Phasen  mit  einer  konkreten  Wasserhülle,  die 
leicht  entmischbare,  hydrophile  Lipoid-und  Eiweiß  teilchen  bzw.  Lipoid- 
eiweißkomplexe enthalten,  durch  die  der  Farbstoff  adsorbiert  werden 
kann.  Dagegen  besitzen  die  Plasmakolloide  einen  diffusen  Solvatmantel, 
durch  den  die  Ladungen  ihrer  Teilchen  infolge  des  Dipolmomentes  der 
Wassermoleküle  abgesättigt  werden.  Sie  sind  infolgedessen  vor  der 
Adsorption  entgegengesetzt  geladener  Farbstoffteilchen . geschützt. 
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Dabei  ist  es  wobl  sicher  erwiesen,  daß  die  Farbstoffbindung 
in  diesen  Komplexkoazervaten  durch  polare  Adsorption  zustande 
kommt,  also  bei  basischen  Farbstoffen  durch  saure  Kolloide,  bei 
sauren  durch  basische.  Das  verschiedene  Verhalten  der  sauren 
lipoidunlöslichen  und  der  basischen  lipoidlöslichen  Farbstoffe 
scheint,  soweit  sie  leicht  adsorbierbar  sind,  in  erster  Linie  durch  das 
verschiedene  Aufnahmevermögen  der  Zellen  für  diese  Substanzen 
entsprechend  der  Vorstellung  Höbers  bedingt  zu  sein. 

Für  den  Charakter  als  Komplexkoazervat  sprechen  u.  a.  folgende  Er- 
scheinungen: es  lassen  sich  sowohl  Eiweiße  als  auch  Lipoide  in  ihnen  nach- 
weisen;  durch  bestimmte  Neutralsalze  kann  in  ihnen  der  Farbstoff  nach 
vorhergegangener  Vitalfärbung  mitsamt  seinem  ,, Substrat“  völlig  aus- 
gefällt  werden,  bevor  Fällungserscheinungen  im  Grundplasma  auftreten;  sie 
vermögen  in  vielen  Fällen  sowohl  basische  als  auch  saure  Farbstoffe  zu 
binden,  müssen  also  wahrscheinlich  entgegengesetzt  geladene  Kolloidteilchen 
enthalten;  sie  sind  augenscheinlich  dichter  und  kolloidreicher  als  das  Plasma, 
enthalten  dabei  aber  doch  Wasser  und  sind  sicherlich  nicht  gelartig  erstarrt; 
sie  stellen  außerordentlich  labüe,  leicht  veränderliche,  quellungsfähige, 
leicht  entmischbare  Strukturen  dar. 

Sehr  verschiedene  Ansichten  sind  weiterhin  über  die  Rolle  der 
Speicherstrukturen  im  Zellhaushalt  geäußert  worden.  Nach 
den  meisten  Autoren  handelt  es  sich  um  paraplasmatische,  also  nicht 
eigentlich  zum  lebenden  Plasma  gehörende  Einlagerungen.  Dem- 
gegenüber betonten  die  älteren  Forscher  (Arnold,  Michaelis, 
Fischel  u.  a.),  die  allerdings  teilweise  andersartige  Speichergranula 
mit  Mitochondrien  verwechselten,  daß  es  sich  um  Zellorganelle  bzw. 
um  „Elementarorgane  der  Zelle“  (Fischel)  handelt.  Heute  lehren 
Parat  und  seine  Schule,  daß  die  vitalfärbbaren  Granula  den  pflanz- 
lichen Vakuolen  entsprechen  und  Zellorganelle  darstellen.  An  ver- 
schiedenen Objekten  stellte  Ries  fest,  daß  in  erster  Linie  die  Lipo- 
chondrien,  also  besondere  Zellorganelle,  die  Speicherfunktion  über- 
nehmen, und  daß  außerdem  der  Golgiapparat  oder  paraplasmatische 
Strukturen  basische  Vitalfarbstoffe  anreichern.  In  besonderen  Fällen 
können  auch  die  Mitochondrien  basische  Farbstoffe  aufnehmen  (so 
z.  B.  auf  bestimmten  Funktionsstadien  der  Pankreaszelle  und  in 
embryonalen  Zellen  verschiedener  wirbelloser  Tiere  nach  Ries 
und  Gersch).  Dabei  ist  es  unmöglich,  die  basische  Granulafärbung 
als  einen  passiven  Speicherungsprozeß  gegenüber  der  sauren  anzu- 
sehen, da  in  beiden  Fällen  in  den  Zellen  besondere,  an  das  Leben, 
bzw.  an  aerobe  Bedingungen  gebundene  Reaktionen  eintreten 
können. 
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f)  Die  Vitalfärbung  des  Zellkerns : Von  der  granulären  Speicherung 
basischer  Farbstoffe  ist  die  vitale  Kernfärbung  scharf  zu  trennen. 
Nach  Nassonow  (1930),  Alexandrov  (1932)  tritt  sie  vor  allem  bei 
Sauerstoffmangel  ein,  woraus  Nassonow  schloß,  daß  sie  infolge  der 
Hemmung  oxydativer  Prozesse,  welche  die  Energie  für  die  granuläre 
Speicherung  liefern,  einsetzte.  Nassonow  wies  jedoch  schon  darauf 
hin,  daß  bei  Beginn  der  Kernfärbung  auch  „Veränderungen  in  der 
ganzen  Kernmasse“  eintreten,  die  wahrscheinlich  „reversiblen  Grel- 
bildungen“  entsprechen.  Kies  (1937)  zeigte  durch  Modellversuche 
mit  expipettiertem  Hühnereiweiß  und  Vitalfärbungen  an  verschie- 
denen Zellsystemen  im  Schwanz  des  Axolotl,  daß  eine  reversible 
Entmischung  saurer  Kerneiweiße  zur  Erklärung  für  die  Adsorption 
basischer  permeierender  Farbstoffe  ausreicht.  Normalerweise  be- 
sitzen die  Kerneiweißteilchen  einen  diffusen  Solvatmantel,  so  daß 
keine  freien  Oberflächen  für  die  Adsorption  des  Farbstoffes  vorhanden 
sind.  Die  kolloiden  Kerneiweiße  zeichnen  sich  aber  durch  ihre  La- 
bilität und  leichte  Flockbarkeit  aus,  was  nach  Modellversuchen  von 
Hammarsten  (1924)  mit  Nucleinen  durchaus  verständlich  ist.  Jeden- 
falls ist  es  nicht  nötig,  für  die  Kernfärbung  das  Erlöschen  der  Oxyda- 
tionsprozesse verantwortlich  zu  machen.  In  den  Versuchen  von 
Ries  förderte  Zusatz  von  Cyankalium  sogar  die  granuläre  Speicherung 
bestimmter  Zelltypen  (vgl.  weiterhin  auch  Kedrowski  1935  und 
Makarow  1934),  während  Säuren,  so  vor  allem  die  leicht  permeierende 
Kohlensäure  und  weiterhin  auch  stark  verdünnte  Essigsäure,  die 
Kernstrukturen  entmischten  und  damit  färb  bar  machten  (Abb.  7,  S.22, 
vgl.  auch  Abb.  19,  S.  94,  95).  In  ähnlicher  Weise  wirkt  vielleicht 
auch  Sauerstoffmangel  durch  Ansäuerung  (vgl.  Abb.  38,  S.  225).  Die 
Impermeabilitätstheorie  vermag  die  Unfärbbarkeit  des  unge- 
schädigten  Kernes  nicht  zu  erklären,  weil  der  Farbstoff  bei  Er- 
holung aus  gefärbten  Kernen  wieder  auszieht,  von  Möllen- 
dorff, Parat  u.  a.  glaubten,  daß  der  Kern  mit  basischen  Vital- 
farbstoffen im  allgemeinen  nicht  gefärbt  wird,  weil  der  Farbstoff 
im  Kern  reduziert  würde.  Es  ist  jedoch  schwer  vorstellbar,  wie 
ein  Gleichgewicht  zustande  kommen  kann,  wenn  der  Farbstoff 
im  Kern  immer  wieder  reduziert  wird.  Außerdem  tritt  bei  Vital- 
färbung mit  Janusgrün,  dessen  erste  Keduktionsstufe  das  rote 
Diaethy  Isaf  ranin  ist,  keine  auch  nur  vorübergehende  Kotfärbung 
des  Kernes  ein.  Überdies  haben  Injektionsversuche  mit  rH-Indi- 
katoren  ergeben,  daß  der  Kern  sich  weitgehend  indifferent  verhält 
(vgl.  Tabelle  4 u.  S.  233). 
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g)  Unterschiede  zwischen  saurer  und  basischer  Vitalfärbung : Leider 
ist  die  Frage  noch  nicht  näher  untersucht,  was  für  ein  Substrat 
bei  der  Speicherung  saurer  lipoidunlöslicher  Vital- 
farbstoffe im  Bereich  des  Golgiapparat  es  neu  gebildet  wird. 
Ich  kann  mir  chemisch-physikalisch  nicht  gut  vorstellen,  daß  ent- 
sprechend von  Möllendorffs  Ansicht  der  Farbstoff  ,,in  feinste 
Hohlräume  des  Cytoplasmas  oder  im  Milieu  des  Dispersionsmittels 
der  Zelle  deponiert  wird“  (vgl.  dazu  Nassonows  Ansichten  über  den 
Golgiapparat  als  Zelldrüse  und  s.  S.  253).  Kein  Zweifel  kann  darüber 
bestehen,  daß  die  Aufnahme  und  „Verarbeitung“  der  lipoidunlös- 
lichen semikolloidalen  Farbstoffe  weitgehend  verschieden  sein  muß 
von  der  diffusen  und  granulären  Färbung  mit  lipoidlöslichen  basischen 
Farbstoffen  und  auch  von  der  Diffusfärbung  mit  lipoidlöslichen 
sauren  Farbstoffen  (wenngleich  auch  das  Substrat  der  Speicherung 
für  saure  und  basische  Farbstoffe  in  vielen  Fällen  von  denselben 
Strukturen  geliefert  wird).  Diese  Vitalfärbungen  sind  vielleicht 
„das  Resultat  osmotischer  Vorgänge,  die  sich  ohne  aktive  Beteiligung 
des  Plasmas  abspielen,  während  bei  der  Speicherung  der  lipoid- 
unlöslichen Stoffe  komplizierte  derzeit  nicht  analysierbare  Prozesse, 
die  auf  eine  vorläufig  nicht  erklärbare  Tätigkeit  des  Plasmas  zurück- 
geführt werden  müssen“  (Nirenstein),  eine  Rolle  spielen.  Dieses 
besondere  „Transportvermögen“  bezeichnete  Höber  als  „aktive 
physiologische  Permeabilität“  im  Gegensatz  zur  „physi- 
kalischen Permeabilität“  der  lipoidlöslichen  Substanzen.  Wir 
begreifen  daher  auch,  weshalb  diese  physiologische  Permeabilität 
nur  bei  bestimmten  exkretorischen  oder  resorbierenden  Zellsystemen 
(Athrocytäre  Zellen)  bzw.  auf  bestimmten  Zellstadien  anzutreffen 
ist  und  fast  stets  auch  mit  dem  Vermögen  der  Speicherung  oder  der 
Aufnahme  natürlicher  Exkrete  und  der  Phagocytose  verbunden  ist. 
Die  Verschiedenheit  der  physikalischen  und  der  physiologischen  Per- 
meabilität zeigt  sich  nach  Höber  darin,  daß  sich  letztere  wegnarkoti- 
sieren läßt.  Nach  Versuchen  von  W.  Hertz  speichert  Ofalina  aus 
Ringerlösung  bei  Zusatz  von  Eiweiß  lipoidunlösliche  saure  Farb- 
stoffe: dieses  Speichervermögen  wird  reversibel  unterbunden  bei 
Lähmung  der  Tiere  durch  Zusatz  von  0,03 — 0,05  Mol  Isobutylurethan. 
Dagegen  bleibt  ein  Speicherungsvermögen  für  lipoidlösliche  kolloidale 
Sulfosäurefarbstoffe  wie  Echtrot  A oder  Tuchscharlach  während  der 
Narkose  erhalten.  Andererseits  scheint  aber  in  manchen  Fällen 
auch  die  granuläre  Speicherung  basischer  und  lipoidlöslicher  Farb- 
stoffe keineswegs  unabhängig  von  der  Narkose  zu  sein  (vgl.  Abb.  15). 
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h)  Die  Bedeutung  der  Permeabilität'.  Die  bisher  entwickelten  Vor- 
stellungen über  das  Wesen  der  vitalen  Färbung  ergeben  also  noch 
kein  einheitliches  Bild.  Wir  müssen  zwei  Faktoren  unterscheiden, 

1.  die  Farbstoff  auf nähme  der  Zelle,  also  kurz  die  Permeabilität, 

2.  die  Anreicherung  in  der  Zelle  als  granuläre  Speicherung  oder  in 
diffuser  Form. 

Bei  der  Permeabilität  haben  wir  wahrscheinlich  grundsätzlich 
zwischen  dem  Verhalten  lipoidlöslicher  und  lipoidunlöslicher  Farb- 
stoffe zu  unterscheiden.  Die  tierische  Zelle  kann  sich  mit  nur 
wenigen  Ausnahmen  den  ersteren  gegenüber  nicht  verschließen, 
während  für  den  Import  der  lipoidunlöslichen  Stoffe  vielleicht  eine 
besondere  ,, aktive44  oder  ,, physiologische  Permeabilität44,  d.  h.  also 
zumindest  besondere  regulatorische  Mechanismen  bestehen  mögen. 
Die  ,, Poren-  oder  Ultrafiltertheorie44,  die  den  Import  von  der  Teilchen- 
größe der  Substanzen  abhängig  macht,  findet  jedenfalls  in  ihrer  ein- 
fachsten Form  bei  tierischen  Zellen  durch  die  Ergebnisse  der  Vital- 
färbung keine  Stütze.  Es  ist  aber  andererseits  nicht  auszuschließen, 
daß  sie  vielleicht  doch  für  bestimmte,  lipoidunlösliche  und  elektrisch 
indifferente  Stoffe  Gültigkeit  hat.  Bei  Zellen,  die  eine  ausgesprochene 
physiologische  Permeabilität  aufweisen,  wie  z.  B.  den  Zellen  des  Reti- 
culo-Endothelialen  Systems  und  der  Nierenkanälchen,  läßt  sich  zu- 
meist eine  Aufnahme  von  Teilchen  kolloidaler  Größenordnung  bis 
zu  solchen  mikroskopischer  Dimensionen,  also  Athrocytose  und 
Phagocytose,  feststellen  (vgl.  für  die  Nierenzelle  P.  Gerard  und 
R.  Cordier  1937).  Umgekehrt  aber  werden  molekulare  Lösungen 
lipoidunlöslicher  Stoffe  vielfach  nicht  auf  genommen  oder  jedenfalls 
nicht  angereichert.  Wenn  die  Lipoid theorie  der  Vitalfärbung  heute 
noch  nicht  absolut  gesichert  erscheint,  so  wohl  vor  allem  deswegen, 
weil  bei  vielen  Farbstoffen  die  Werte  ihrer  Lipoidlöslichkeit  noch  un- 
bekannt sind.  Unentschieden  ist  auch  noch,  inwieweit  Flockungs- 
erscheinungen, Adsorptionen  und  andere  Veränderungen  des  Farb- 
stoffes an  der  Phasengrenze  die  Eindeutigkeit  der  Vitalfärbungs- 
erscheinungen beeinträchtigen.  Übrigens  können  wir  noch  nicht  beur- 
teilen, inwieweit  noch  andere  Faktoren  über  den  Eintritt  in  die  Zelle  mit 
entscheiden  (etwa  grundsätzlich  verschiedene  Anionen-  und  Kationen- 
permeabilität, Abhängigkeit  des  Permeiervermögens  von  der  Ernie- 
drigung der  Oberflächenspannung  im  Sinne  der  Adsorptionstheörie 
von  J.  Traube  usw.).  Weiterhin  war  auch  vielfach  die  Auswahl  des 
Materials,  mit  dem  experimentiert  wurde,  recht  einseitig  (vielfach 
nur  ganz  bestimmte  Protozoen  oder  rote  Blutkörperchen).  Wie  schwer 
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z.  B.  nur  die  Lipoidlöslichkeit  zu  erfassen  ist,  mag  folgendes  Beispiel 
zeigen : es  waren  eine  Reihe  von  vital  färbenden  Farbstoffen  nach 
Ausschüttelungsversuchen  von  Ruhland,  Höber  und  Garmus  mit 
einer  Lösung  von  Cholesterin  in  Benzol  oder  Terpentinöl  lipoidunlöslich, 
nicht  hingegen  bei  Ausschüttelung  mit  Lecithin-Xylol  durch  von 
Möllendorff.  Höber  weist  aber  mit  Recht  darauf  hin,  daß  die 
Lecithinteilchen  durch  Aufnahme  von  Quellungswasser  sich  trüben 
könnten  und  daher  die  Anfärbung  dieser  Emulsion  als  nicht  ein- 
deutig anzusehen  ist  (vgl.  R.  Höber  1926,  S.  535). 

Außer  der  Lipoidlöslichkeit  ist  aber  wohl  vor  allem  der  Charakter 
als  Anion  oder  Kation  für  die  Ionenpermeabilität  bestimmter 
Zelltypen  (so  der  roten  Blutkörperchen  und  der  Muskulatur)  maß- 
geblich (vgl.  Gellhorn  1933).  So  scheinen  Blutkörperchen  für  Kat- 
ionen undurchlässig,  für  Anionen  durchlässig  zu  sein.  Aus  Membran- 
studien von  L.  Michaelis  (1926)  ist  zu  folgern,  daß  diese  Anionen- 
permeabilität durch  eine  positive  Membranaufladung  (infolge  Ionen- 
adsorption) bedingt  sein  muß.  So  wie  nun  nach  Michaelis  die  Ladung 
der  Membranen  aus  amphoteren  Stoffen  (wie  auch  die  Mastix- 
Thoriummembran)  z.  B.  durch  das  pH  und  damit  die  Permeabilitäts- 
verhältnisse umzustimmen  sein  sollen,  so  soll  nach  R.  Mond  (1927) 
auch  die  Membranladung  der  roten  Blutkörperchen  durch  OH-Ionen 
bei  pH  8- — 8,3  negativ  umzuladen  sein,  und  damit  soll  statt  der  ur- 
sprünglichen elektiven  Anionenpermeabilität  eine  elektive  Kationen- 
permeabilität eintreten.  In  ähnlicher  Weise  könnten  vielleicht  auch 
andere  tierische  Zellen  durch  Änderung  der  Membranladung  Verände- 
rungen oder  geradezu  Umstimmungen  ihrer  Permeabilitäts Verhält- 
nisse erfahren.  Jedenfalls  ist  aus  allen  bisher  vorliegenden  Erfahrungen 
zu  schließen,  daß  selbst  ein  und  derselbe  Zell-  und  Gewebstyp  (so 
z.  B.  Blutzellen  und  Eizellen)  bei  verschiedenen  Tieren  bzw.  bei  ver- 
schiedener Vorbehandlung  oder  auf  ungleichen  Stadien  große 
Unterschiede  in  bezug  auf  Permeabilität  aufweisen  kann.  Es  ist 
weiterhin  zuzugeben,  daß  von  einigen  Zelltypen  lipoidlösliche,  saure, 
molekular  gelöste  Farbstoffe  nicht  auf  genommen  werden  (so  z.  B. 
Eosin  und  Erythrosin  und  bestimmte  pH-Indikatoren  nach  Clark 
und  Lubs  von  Mp^sm-Entwicklungsstadien  nach  Ries  und  Gersch 
[1936],  von  Paramaecien  nach  Gersch  [1937]),  während  sie  in  andere 
Zelltypen  ohne  weiteres  eintreten  (so  z.  B.  in  Niereüzellen,  vgl.  Ver- 
suche von  R.  Chambers  und  R.  J.  Kempton  1933  u.  a.;  weiterhin 
dringt  Methylrot  in  verschiedene  Gewebe  der  Bryozoe  Zoobotryon  un- 
gehemmt ein,  Ries  1937 ; diese  Beispiele  ließen  sich  noch  vermehren). 
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i)  Die  Bedeutung  von  Dispersität  und  Flockbarkeit : Außerdem  hat 
aber  zweifellos  die  Dispersität  der  Farbstoffe  einen  Einfluß  auf  die 
Eignung  zur  Vitalfärbung,  wenn  auch  vielleicht  weniger  ausgesprochen 
auf  das  eigentliche  Permeieren  durch  die  Zellmembran.  Vor  allem 
betonte  Schtjlemann  (1917)  auf  Grund  vergleichender  Vitalfärbungs- 
und  Diffusions  versuche  mit  zahlreichen  sauren  Farbstoffen,  daß  solche 
mit  fehlendem  oder  nur  sehr  geringem  Diffusionsvermögen  nur  Vital- 
färbungen am  Injektionsort  geben,  während  bei  Farbstoffen  mit 
hoher  Diffusionsgeschwindigkeit  rasch  eine  allgemeine  Diffusfärbung 
und  gleich  darauf  Entfärbung  infolge  von  Ausscheidung  eintritt. 
Zwischen  diesen  beiden  Extremen  stehen  die  guten  Vitalfärber,  die 
allmählich  eine  bleibende  und  allgemeine  Farbstoff  Speicherung  in 
verschiedenen  Geweben  ermöglichen. 

Daß  aber  jedenfalls  keine  restlose  Übereinstimmung  zwischen  Speiche- 
rungs- und  Diffusionsvermögen  besteht,  ergibt  die  Tabelle  von  Möllendorffs 
(1928)  über  die  Diffusionsfortschritte  saurer  und  basischer  Farbstoffe  im 
10°/oigen  Gelatinegel:  Trypanblau  diffundiert  danach  in  30  Minuten  1 mm, 
in  24  Stunden  6 mm  weit;  Kongorot  0,0  bzw.  4,0;  Fuchsin  S 1 bzw.  8;  Eosin 
0,5  bzw.  11;  Erythrosin  2,5  bzw.  11  mm  usw.  (ganz  ähnliche  Werte  ergaben 
basische  Vitalfarbstoffe;  zum  Vergleich  nur  einige  Werte:  Neutralrot  0,3 
bzw.  6 mm;  Toluidinblau  0,5  und  3,5;  Janusgrün  Spur  und  8 mm;  Methylen- 
blau BB  2,5,  Methylenblau  rektifiziert  0,5,  Methylenblau  B 0,8  bzw.  19,14 
und  13  mm).  Pyrrolblau  diffundierte  auch  im  Laufe  von  24  Stunden  noch 
nicht  und  war  erst  nach  48  Stunden  0,2  mm  weit  vorgedrungen.  Trotzdem 
verhalten  sich  Pyrrolblau  und  Trypanblau  im  Gegensatz  zu  Eosin  und  Ery- 
throsin im  Tierversuch  weitgehend  ähnlich.  Überhaupt  scheinen  die  Werte 
für  die  Diffusion  in  Gelatine  ebenso  wie  in  den  Versuchen  von  Schulemann 
recht  wenig  charakteristisch  zu  sein  und  jedenfalls  ohne  deutliche  Parallele  zum 
Vitalfärbungsvermögen  (vgl.  Lison  S.  37).  (Für  weitere  Angaben  über 
Ladung,  osmotischen  Druck,  Dialyse,  Viscosität,  Wirkung  von  H-  und  OH- 
Ionen,  Oberflächenspannung  der  Lösungen  verschiedener  Vitalfarbstoffe  sei 
auf  H.  Benoist,  V.  Goblin  und  W.  Kopapaczewski  [1929];  für  eine  moder- 
nere Untersuchung  der  Teilchengröße  auf  Lison  [1937];  für  eine  breite  Zu- 
sammenstellung der  chemischen  und  physikochemischen  Eigenschaften  in 
ihren  mutmaßlichen  Beziehungen  zum  Vitalfärbungsvermögen  auf  K.  Kiyono 
und  S.  Amano  [1937]  verwiesen.) 

Aber  nicht  nur  die  Gelatine-Diffusibilität  von  dem  vitalfärberisch 
so  verwandten  Trypanblau  und  Pyrrolblau  ist  verschieden,  sondern 
auch  ihr  Flockungsvermögen  bei  Zusatz  von  Elektrolyten.  So 
läßt  sich  z.  B.  Trypanblau  sehr  leicht  in  Seewasser  lösen,  während 
Pyrrolblau  fast  quantitativ  und  sofort  bei  Zusatz  von  Seewasser  zu 
einer  Lösung  ausflockt.  Trotzdem  scheint  ein  Mindestmaß  von  Flock- 
barkeit jedenfalls  für  die  granuläre  Farbstoff  Speicherung  unerläßlich 
zu  sein,  denn  es  läßt  sich  feststellen,  daß  alle  guten  „Granulafärber“ 
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mehr  oder  minder  leicht  flockbar  sind,  während  bei  schwer  zu  flocken- 
den Farbstoffen  auch  fast  nie  eine  granuläre  Farbstoff  Speicherung 
eintritt. 

h)  Ergebnisse : Zusammenfassend  können  wir  folgendes  feststellen : 

Das  Eindringen  der  Farbstoff e ist  abhängig  von  ihrer  Lipoid- 
löslichkeit und  ihrer  Ladung,  in  sehr  viel  geringerem  Maße  vielleicht 
außerdem  auch  von  ihrer  Dispersität,  Adsorbierbarkeit  und  Ober- 
flächenaktivität. Es  ist  unmöglich,  von  der  Permeabilität  schlechthin 
zu  sprechen,  denn  die  tierischen  Gewebe  verhalten  sich  je  nach  ihrer 
Funktion  im  Organismus,  sowie  je  nach  ihrem  Funktionsstadium  und 
nach  Außeneinwirkungen  (Einfluß  von  Ionen)  weitgehend  verschieden. 

Die  Anreicherung  oder  Speicherung  des  Farbstoffes  in 
den  Zellen  ist  mit  großer  Wahrscheinlichkeit  auf  polare  Adsorption 
und  vielfach  auf  gegenseitige  Flockung  entgegengesetzt  geladener 
Kolloide  zurückzuführen.  Das  Substrat  der  Speicherung  wird  ent- 
weder ganz  allmählich  von  der  Zelle  in  präformierten  Strukturen 
(Lipochondrien)  oder  an  besonderen  -Zellorten  (Golgiapparat)  ge- 
bildet (saure  Farbstoffe  und  Krinombildung  bei  lange  anhaltender 
Vitalfärbung  mit  basischen  Farbstoffen),  oder  es  ist  in  der  Zelle  von 
vornherein  als  solches  vorhanden,  wahrscheinlich  in  Form  besonderer 
Komplexkoazervatsysteme  (Lipochondrien,  Mitochondrien,  Golgi- 
substanz)  aus  hydrophilen  Lipoiden  und  Eiweißen.  Bei  Entmischung 
saurer  Kerneiweiße  im  Zellkern  kann  der  basische  Farbstoff  dagegen 
von  den  Kernstrukturen  adsorbiert  werden.  Schwer  adsorbierbare 
und  flockbare  Farbstoffe  neigen  vielfach  zu  Diffusfärbungen,  sofern 
sie  in  genügender  Weise  gespeichert  werden.  Neutrale  wasserunlös- 
liche Farbstoffe  vom  Typus  des  Sudan  III  werden  hingegen  auf  Grund 
der  auswählenden  Löslichkeit  in  lipoiden  Phasen  angereichert.  Das 
Ausmaß  der  Färbung  ist  weiterhin  — abgesehen  von  der  Farbstoff - 
konzentration  • — von  der  Reaktion  der  Farblösung  einerseits  und  der 
des  Zellinneren  andererseits  sowie  von  der  dort  vorhandenen  Menge 
speicherfähiger  Substanzen  abhängig. 

6.  Die  vitale  Färbung  als  Mittel  zur  Untersuchung  der 
wechselnden  „Permeabilität“ 

Bei  Permeabilitätsuntersuchungen  spielt  die  vitale  Färbung  eine 
bedeutende  Rolle,  da  der  Eintritt  von  Farbstoffen  in  lebende  Sy- 
steme ohne  weiteres  zu  erkennen  ist,  und  Farbstoffe  mit  sehr  ver- 
schiedenen physikalisch-chemischen  Eigenschaften  zur  Verfügung 
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stehen.  Dabei  ist  jedoch  mehr,  als  es  vielfach  der  Fall  war,  zu  be- 
denken, daß  eine  vitale  Anfärbung  nicht  nur  von  der  Permeabilität 
für  den  betreffenden  Farbstoff  abhängt,  sondern  auch  von  den  Be- 
dingungen, die  eine  Farbstoff anreicherung  in  dem  gegebenen  Histo- 
system  ermöglichen. 

Da  die  sehr  umfangreiche  Literatur  über  die  Erscheinungen  der 
Permeabilität  noch  keine  endgültige  Klärung  der  entscheidenden 
Fragen  zuläßt  (vgl.  den  vorhergehenden  Abschnitt),  möchte  ich  mich 
hier  vor  allem  auf  die  Besprechung  einiger  histophysiologischer 
Untersuchungen  beschränken,  in  denen  Permeabilitätsände- 
rungen vitalfärberisch  nachgewiesen  wurden,  bzw.  in  denen  Vital- 
farbstoffe nur  als  Indikatoren  zum  Nachweis  besonderer  Permea- 
bilitätsverhältnisse dienten. 

In  einer  Reihe  von  Untersuchungen  wird  so  z.  B.  das  Eindringen 
von  Säuren  und  Laugen  in  die  Zellen  dadurch  kontrolliert, 
daß  man  diese  vorher  durch  Vitalfarbstoffe  mit  Indikatoreigen- 
schaften  angefärbt  hatte.  Die  ungehemmte  Permeabilität  von  Kohlen- 
säure, Ammoniak  und  anderen  lipoidlöslichen  Stoffen  läßt  sich  an 
dem  schnellen  Farbumschlag  der  etwa  mit  Neutralrot  angefärbten 
Zellen  erkennen  (u.  a.  R.  Höber),  während  nicht  lipoidlösliche  Säuren 
und  Laugen  nur  in  tote  Zellen  ungehemmt  eindringen  (s.  S.  319). 
Gicklhorn  wies  die  besondere  Permeabilität  der  Kiemensäckchen 
bei  Daphnia  durch  den  nach  Säurezusatz  (Essigsäure)  dort  zuerst 
eintretenden  Farbumschlag  bei  Tieren,  die  vorher  total  mit  Methylrot 
angefärbt  worden  waren,  nach. 

Die  Veränderungen  der  Permeabilität  der  Pankreaszelle 
auf  den  verschiedenen  Stadien  ihres  Arbeitsrhythmus  versuchte  G.  C. 
Hirsch  durch  kombinierte  Anfärbung  mit  Neutralrot  und  Janusgrün 
aufzudecken.  Neutralrot  wurde  durch  Injektion  in  die  Blutbahn  ,,an- 
geboten“,  Janusgrün  dagegen  durch  Auf  träufeln  in  Ringerlösung  auf 
die  zur  Lebendbeobachtung  herausgezogenen  Drüsenläppchen.  Alle 
Zellen  nahmen  Janusgrün  auf,  aber  nur  ein  bestimmter  Prozentsatz 
wies  mit  Neutralrot  gefärbte  Granula  auf.  Dieser  Prozentsatz  war 
verschieden  auf  den  einzelnen  Arbeitsstadien  der  Drüse  nach  Pilo- 
carpinreizung (s.  S.  288).  Aber  rfteines  Erachtens  kann  daraus  nicht 
auf  einen  Wechsel  in  der  Permeabilität  geschlossen  werden,  sondern 
nur  auf  eine  verschieden  große  „Aufnahmebereitschaft“  und  vor  allem 
ein  wechselndes  Speichervermögen,  da  die  Zellen  tatsächlich 
auf  allen  Stadien  für ' 'Neutralrot  permeabel  sind,  während  die  An- 
reicherung des  Farbstoffes  im  Innern  der  Zellen  in  sehr  starkem  Maße 
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von  dem  Arbeitsstadinm  abhängig  ist  (s.  Abb.  8,  9 und  vgl.  auch  das 
kritische  Referat  Gicklhorns  zu  dieser  Arbeit  in  „Protoplasma“ 
Bd.  12  S.  491). 

Auf  ganz  andere  Weise  prüfte  E.  Gellhorn  (1931)  die  Veränderun- 
gen der  Permeabilität  mit  sauren  und  basischen  Farbstoffen  an  den 
Eiern  des  Seeigels  Strongylocentrotus.  Zunächst  wurden  optimale 


Abb.  8.  Wechsel  der  Vitalfärbbarkeit  mit  basischen,  lipoidlöslichen  Farb- 
stoffen auf  verschiedenen  Stadien  des  Arbeitsrhythmus  im  Pankreas  der 
weißen  Maus.  — Frühes  Restitutionsstadium  (31/2  Stunde  nach  Pilocarpin). 
„Glasige“,  stark  lichtbrechende  Acini,  maximale  Farbstoff  Speicherung  vor 
allem  in  der  Golgisubstanz.  — Nach  Ries  (1935). 

Bedingungen  für  das  Eindringen  der  Farbstoffe  geschaffen,  indem 
saure  Farbstoffe  aus  einer  sauren  (pH  = 6,4),  basische  aus  einer  ba- 
sischen (pH  = 7,38)  (Zusatz  von  Glykokoll- Salzsäurepuffer  zu  einer 
Meerwasser-isotonischen)  Kochsalzlösung  gefärbt  wurden.  Darauf 
prüfte  Gellhorn  die  Veränderungen  der  Permeabilität  nach  Zusatz 
verschiedener  Elektrolyte,  wobei  sich  ergab,  daß  Ca*’  die  Permeabilität 
verringert,  Na*  und  noch  stärker  Mg”  sie  erhöht.  Die  Permeabilitäts- 
zunahme durch  NaCl  oder  MgCl2  wurde  durch  CaCl2  wieder  ausge- 
glichen. Färbungen  aus  Lösungen  mit  bestimmtem  pH  ergaben  eine 
Erhöhung  der  Permeabilität  nach  der  Befruchtung  (vgl.  dazu  auch 
die  Permeabilitäts Untersuchungen  mit  Hilfe  Schweren  Wassers  am 
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Forellenei  S.  260).  Hier  handelt  es  sich  zweifellos  um  den  Nachweis 
von  Permeabilitätsänderungen,  denn  mit  sauren  (allerdings  auch 
lipoidlöslichen)  Farbstoffen  wie  Erythrosin  und  Eosin  und  basischen 
Farbstoffen  wie  Methylenblau  und  Methylviolett  wurden  ent- 
sprechende Resultate  erzielt.  Außerdem  haben  sich  die  Speicherungs- 
bedingungen im  Innern  der  Eizellen  wohl  nicht  in  größerem  Ausmaß 


Abb.  9.  Wechsel  der  Vitalfärbbarkeit  mit  basischen,  lipoidlöslichen 
Farbstoffen  auf  verschiedenen  Stadien  des  Arbeitsrhythmus  im  Pankreas 
der  weißen  Maus.  — Viel  schwächere  Farbstoffaufnahme,  vor  allem 
durch  Lipochondrien  und  nur  in  geringerem  Maße  durch  neu  auf- 
tretende Granulis  in  der  Golgisubstanz  (5  Stunden  nach  Pilocarpin).  Das 
Grundplasma  erscheint  gegenüber  dem  vorhergehenden  Stadium  viel  dichter 
und  grauer;  gut  sichtbar  sind  die  fertigen,  ungefärbten  Proenzymgranula. 
Beide  Präparate  wurden  völlig  identisch  behandelt  und  nebeneinander  in 
demselben  Schälchen  24  Stunden  in  Ringerlösung  mit  Toluidinblau  gefärbt. 
Die  Unterschiede  im  Speichervermögen  sind  sehr  deutlich,  obgleich  es  sich 
nicht  um  extreme  Stadien  handelt.  — Nach  Ries  (1935). 

durch  die  Außenbedingungen  verändert.  Eine  Kontrolle  der  Vitalität 
war  durch  die  Befruchtungsfähigkeit  und  Weiterentwicklung  ge- 
geben. 

W.  Ziegelmeyer  (1927)  fand  bei  Entwicklungsstadien  von  Cope- 
poden  (Cyclopiden),  daß  die  äußere  Membran  für  alle  Farbstoffe 
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undurchlässig  ist,  daß  aber  mit  dem  Schlüpfen  der  Embryonen  eine 
Quellung  eintritt,  worauf  nun  Farbstoffe  wie  z.  B.  Säureviolett, 
Methylviolett  usw.  ungehemmt  eindringen  können. 

S.  Salkestd  (1929)  versucht  aus  Unterschieden  in  der  Vitalfärbbar- 
keit der  gesamten  Tiere  (Corethra-  bzw.  Chironomus-haTven)  auf 
Permeabilitätsunterschiede  der  Zellen  (!)  zu  schließen.  Danach  soll 
die  Permeabilität  der  Zellen  von  Chironomus  100  fach  so  groß  wie 
der  von  Corethra  sein.  Aber  es  dürfte  klar  sein,  daß  hier  andere 
Faktoren  als  die  eigentliche  Zellpermeabilität  eine  Rolle  spielen, 
zumal  wir  aus  anderen  Versuchen  wissen,  daß  die  Corethra- Zellen 
nach  Injektion  des  Farbstoffes  in  das  Tier  für  Neutralrot  usw.  ohne 
weiteres  permeabel  sind  (vgl.  A.  Nagel  1928). 

Mestscherskaja  (1931),  späterhin  Iwanoff  und  Mestscherskaja(1935) 
führten  vergleichen  de  Permeabilitätsstudien  an  Ovariolen  verschiedener 
Insekten  durch.  Mestscherskaja  kam  dabei  zu  der  unwahrscheinlichen 
Vorstellung,  daß  die  Oocyte  während  der  ersten  Wachstumsperiode  außer  für 
Salze,  Mineralsäuren,  Laugen  und  Wasserstoffsuperoxyd  auch  für  basische 
lipoidlösliche  Vitalfarbstoffe  wie  Neutralrot  impermeabel  sei.  Die  Vital- 
farbstoffe sollten  nur  durch  die  Pole  der  Oocyte,  wo  diese  in  Kontakt  steht 
mit  den  Nährzellen  (polytrophe  Eiröhren),  oder  durch  besondere  Abschnitte 
der  Follikel  (panoistische  Eiröhren)  eindringen.  Die  jüngsten  Oocyten  da- 
gegen sollen  wie  die  Oogonien  für,  alle  genannten  Stoffgruppen  völlig  durch- 
lässig sein.  Dabei  soll  ,,der  durchlässige  Kontakt  der  semipermeablen  Oocyten 
mit  eigenartigen  Follikelzellen  elektive  Permeabilität  besitzen“,  so  z.  B. 
für  Haemoglobin  und  Glucose,  nicht  hingegen  für  Salze,  Säuren  und  Laugen 
und  ,, einige  vitale  für  Oocyten  giftige  Farbstoffe“.  ,,In  den  Spinnenovarien 
sind  die  Oocyten  in  der  ersten  Wachstumsperiode  nur  semipermeabel;  der 
für  die  Ernährung  der  Oocyte  unbedingt  notwendige  permeable  Kontakt 
besteht  an  der  Berührungsstelle  jeder  Oocyte  mit  den  Zellen  des  entsprechen- 
den eigenartigen  Stieles  der  Eiröhre.“  In  der  folgenden  Arbeit  von  Iwanoff 
und  Mestscherskaja  wurden  diese  Befunde  noch  dahin  erweitert,  daß  ,,die 
Oogonien  im  Ovar  der  Larve  von  Blattella  germanica  und  anderen  Ortho- 
pteren im  Gegensatz  zu  denen  des  geschlechtsreifen  Weibchens  für  Salze 
und  Wasserstoffsuperoxyd  undurchlässig  sind  und  daß  auch  die  Zwischen - 
kammern  der  wachsenden  Oocyten  ein  Eindringen  von  Vitalfarben  in  die 
Oocyte  nicht  zulassen“.  Durch  Einwirkung  der  Haemolymphe  geschlechts- 
reifer Weibchen  soll  das  Ovar  der  Larven  die  Eigenschaften  des  der  erwach- 
senen Tiere  erhalten.  Daraus  wird  geschlossen,  daß  in  der  Haemolymphe  der 
Imago  Stoffe  mit  humoraler  Wirkung  auf  die  Ovarien  jugendlicher  Tiere 
vorhanden  sind.  Auch  die  Oberflächenspannung  herabsetzende  Stoffe,  wie 
Saponin  und  Natriumtaurocholat,  sowie  Hypophysenvorderlappenhormone 
sollen  den  larvalen  Ovarien  physiologische  Eigenschaften  der  Ovarien  ge- 
schlechtsreifer Weibchen  geben.  Bei  kokontragenden  Schaben  soll  darüber 
hinaus  das  Ovar  durch  in  der  Haemolymphe  enthaltene  Stoffe,  die  wahr- 
scheinlich aus  dem  ,, gelben  Körper“,  der  Zone  der  degenerierenden  Follikel, 
stammen,  ,, temporär  infantilisiert“  werden. 
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Bei  der  außerordentlichen  Bedeutung  dieser  Versuche,  die  in  den  daraus 
gezogenen  Schlußfolgerungen  auf  eine  humorale  und  hormonale  Umstim- 
mung der  Permeabilität  verschiedener  Gewebe  und  Organe  zu  sehen  ist, 
wäre  es  wünschenswert,  wenn  die  Angaben  von  anderen  Forschern  nach- 
geprüft würden.  Ich  möchte  gegen  die  reichlich  weit  gehenden  Schlüsse 
bezüglich  Permeabilität  und  Semipermeabilität  sowie  Impermeabilität  von 
vornherein  Bedenken  erheben,  da  die  Befunde  völlig  aus  dem  Rahmen  aller 
entsprechenden  bisherigen  Ergebnisse  herausfallen.  In  einzelnen  Punkten 
fehlt  den  Autoren  wohl  auch  die  nötige  Kritik,  z.  B.  in  der  Beurteilung  von 
Permeabilität  und  Speicherung.  Vitalfärbungsversuche  bei  der  Kleiderlaus 
Ries  und  P.  B.  van  Weel  1934)  führten  jedenfalls  zu  ganz  anderen  und 
in  die  üblichen  Vorstellungen  besser  einzuordnenden  Ergebnissen. 

Indessen  sind  weitgehende  Umstimmungen  hinsichtlich  Auf- 
nahme und  Speicherung  von  Vitalfarbstoffen  bei  verschiedenen  Zell- 
typen im  Verlauf  der  Differenzierung  und  auf  verschiedenen  Funk- 
tionsstadien möglich,  wie  verschiedene  andere  Untersuchungen  er- 
geben. So  wird  z.  B.  das  Aufnahmevermögen  für  Trypanblau  der 
Darmepithelzellen  junger  saugender  Mäuse  bei  älteren  Tieren  immer 
mehr  eingeschränkt  (von  Möllendorff  1925,  s.  auch  S.  281). 

Weiterhin  wurde  verschiedentlich  die  Aufnahme  von  Vitalfarb- 
stoffen durch  Zusatz  bestimmter  Substanzen  begünstigt  oder  über- 
haupt erst  ermöglicht.  So  beschreibt  Hertz,  daß  saure  Farbstoffe 
nur  bei  gleichzeitigem  Angebot  von  Eiweiß  von  Opalina  aufgenommen 
wurden. 

In  verschiedenen  Arbeiten  konnte  eine  gerichtete  oder  irrezi- 
proke Permeabilität  vitalfärberisch  nachgewiesen  werden.  So 
sollen  nach  L.  Lison  (1937,  vgl.  S.  37)  einige  Erscheinungen  bei  der 
Vitalfärbung  der  Malpighischen  Gefäße  von  Orthopteren  mit 
sauren  Farbstoffen  nur  durch  die  Annahme  einer  irreziproken  Per- 
meabilität in  der  Eichtung  von  der  Leibeshöhlenflüssigkeit  in  das 
Lumen  zu  erklären  sein,  denn  eine  Eeihe  von  Farbstoffen  befindet  sich 
einige  Zeit  nach  der  Injektion  außen  wie  innen  in  etwa  derselben 
Konzentration,  während  andere  die  Zellen  leicht  von  der  Basis  aus 
passieren,  nicht  aber  vom  Zellapex  aus,  und  daher  im  Lumen  ange- 
reichert werden.  — Eine  solche  „gerichtete  Permeabilität“  für  Farb- 
stoffe (z.  B.  Methylenblau)  soll  auch  z.  B.  bei  der  Froschhaut  bestehen, 
wobei  der  einseitige  Farbstofftransport  durch  Abtöten  der  Froschhaut 
vernichtet  wird  (Wertheimer  1927).  Dabei  scheint  diese  gerichtete 
Permeabilität  entgegen  den  Vorstellungen  von  R.  Keller  nicht  von 
der  Potentialdifferenz  abhängig  zu  sein,  da  die  einseitige  Permeabi- 
lität z.  B.  in  isotonischer  KCl-Lösung,  die  das  Hautpotential  sehr 
rasch  und  reversibel  herabsetzt,  erhalten  bleibt.  (Daß  diese  gerichtete 
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Permeabilität  aber  jedenfalls  nicht  grundsätzlich  für  alle  Stoffe  gilt, 
zeigen  Versuche  von  Hevesy  [1935],  nach  denen  Schweres  Wasser 
in  gleicher  Weise  von  außen  nach  innen,  z.  B.  in  ein  Froschbein,  das 
in  verdünntes  Schweres  Wasser  eintaucht,  wie  von  innen  nach  außen, 
aus  einem  in  Wasser  eintauchenden  Bein  nach  vorhergehender  In- 
jektion von  Schwerem  Wasser  in  den  Frosch,  diffundiert.)  Es  dürfte 
weiterhin  schwer  sein,  diese  Erscheinungen  einer  gerichteten,  irrezi- 
proken Permeabilität  in  jedem  Falle  zuverlässig  gegen  einen  gerich- 
teten Farbstofftransport  durch  Zellen  mit  drüsiger  Funktion  abzu- 
grenzen, zumal  Beispiele  bekannt  sind,  in  denen  Farbstoff  wie  nor- 
males Sekret  oder  Exkret  von  polarisierten  Zellen  ausgeschieden  wird 
(so  u.  a.  nach  Gicklhorn  in  bestimmten  Abschnitten  der  Schalen- 
drüse von  Daphnia,  nach  E.  Reisender  in  Hautdrüsenzellen  von 
Ophryotrocha  und  nach  E.  Eies  und  P.  B.  van  Weel  im  Follikel- 
epithel der  Kleiderlaus). 

7.  Vitale  Färbung  und  Wasserstoffionenkonzentration  (pH) 

Die  letzten  Jahrzehnte  haben  immer  mehr  die  Bedeutung  der 
Wasserstoff ionenkonzentration  für  die  verschiedensten  Lebensprozesse 
erkennen  lassen.  Die  Frage  nach  der  Reaktion  im  Innern  von  Zellen 
ist  damit  sehr  wesentlich  geworden.  So  leicht  aber  eine  pH-Bestim- 
mung  in  Körpersäften  sein  mag,  so  schwierig  ist  eine  solche  im 
lebenden  Plasma.  Potentiometrische  Messungen  schalten  vielfach  von 
vornherein  aus,  da  sie  die  Histosysteme  nicht  genügend  intakt  lassen. 
Messungen  von  Zellbrei  oder  Gewebeschnitten  liefern 
nur  Pauschal  werte  von  größtenteils  abgestorbenem 
Material,  die  nach  allen  bisherigen  Erfahrungen  weit  von  den  pH- 
Werten  der  lebenden  Systeme  ab  weichen,  und  keinerlei  Rückschlüsse 
darauf  zulassen.  Außerdem  wird  dabei  das  Nebeneinander  verschie- 
dener Phasen  in  lebenden  Systemen  nicht  genügend  berücksichtigt. 
Ferner  treten  beim  Absterben  von  Zellen,  aber  auch  schon  bei  Ver- 
letzungen oder  Druck  und  anderen  schädlichen  Einwirkungen,  Ent- 
mischungserscheinungen der  vielfach  sehr  labilen  Biokolloide  auf,  die 
erfahrungsgemäß  fast  stets  mit  Reaktionsänderungen  verbunden  sind. 

Die  kolorimetrischen  Methoden  haben  jedoch  den  Nachteil, 
daß  fast  alle  Zellsysteme  für  die  zuverlässigen  Indikatoren  (z.  B. 
für  die  Farbstoffe  von  Clark  und  Lubs)  mehr  oder  minder  imperme- 
abel sind,  während  bei  den  basischen  Farbstoffen  mit  Indikatoreigen- 
schaften, wie  z.  B.  vor  allem  bei  Neutralrot  und  Nilblauchlorhydrat, 
eine  ganze  Reihe  anderer  Fehlerquellen  zu  berücksichtigen  sind, 
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derentwegen  L.  Lison  (1935)  sie  sogar  für  unbrauchbar  hält.  Die  für 
pH-Bestimmungen  wichtigen  Veränderungen  der  Farbnuancen  sollen 
bei  diesen  metachromatischen  Farbstoffen  schon  durch  geringe  Spuren 
von  „schwefligen  Estern  von  hohem  Molekulargewicht“  (sogenannte 
„chromotrope  Substanzen“  vgl.  S.  181)  hervorgerufen  werden,  ohne 
daß  das  pH  dadurch  beeinflußt  wird.  Aber  selbst  wenn  man  von 
diesen  Bedenken  absieht,  muß  mit  dem  Eiweißfehler,  dem  Salzfehler 
und  Fehlern  infolge  verschiedener  Farbstoffkonzentration  und  -adsorp- 
tion  gerechnet  werden,  und  vor  allem  auch  mit  dem  sich  sehr  ver- 
schieden auswirkenden  Lipoidfehler.  Diese  Fehlerquellen  sind  aller- 
dings bei  den  einzelnen  Indikatoren  verschieden  groß  und  gleichen  sich 
teilweise  wohl  durch  den  Vergleich  möglichst  zahlreicher  pH-Bestim- 
mungen  wieder  aus. 

Für  die  pH-Bestimmung  sind  verschiedene  Verfahren  aus- 
gearbeitet worden.  Der  oben  erhobenen  Einwände  wegen  erscheint 
die  Technik  von  S.  Gräff  (1924),  wobei  der  Farbumschlag  von  Indi- 
katorlösungen beobachtet  wird,  die  den  auf  einer  Glasplatte  isolierten 
Gewebestückchen  aufgeträufelt  wird,  ungeeignet,  desgleichen  die  von 
H.  Pfeiffer  (1925),  der  frisch  angefertigte  Schnitte  mit  der  Indikator- 
lösung bedeckt  und  die  auf  tretenden  Farbnuancen  mit  Testlösungen 
vergleicht.  P.  Reiss  und  F.  Vles  üben  auf  eine  in  Indikatorlösung 
befindliche  Zelle  einen  Druck  aus,  bis  diese  platzt  und  etwas  Plasma  aus- 
fließen läßt.  Nach  Aufhebung  des  Druckes  kehrt  die  Zelle  oft  zu  ihrer 
alten  Form  zurück  und  saugt  dabei  Indikatorlösung  bzw.  angefärbtes 
Plasma  ein.  Dabei  ergaben  sich  relativ  niedrige  pH -Werte  (vgl. 
Tab.  4),  bei  der  kurze  Zeit  danach  eintretenden  Cytolyse  soll  sich 
wahrscheinlich  durch  Entweichen  von  C02  das  pH  erhöhen.  Feiner 
arbeitet  die  von  M.  Schmidtmakn'  (1924)  ausgearbeitete  Technik  des 
Einstichs  von  Indikatorsubstanz  mit  Hilfe  eines  Mikromanipulators 
in  die  zu  untersuchenden  Zellen : Mit  einer  Mikronadel  wird  ein  Körn- 
chen Indikatorsubstanz  von  einer  damit  bestäubten  Lecithinschicht 
auf  genommen  und  darauf  in  die  Zelle  oder  deren  Kern  eingestochen. 
Das  Körnchen  löst  sich  jeweils  in  einem  bestimmten,  charakteristi- 
schen Farbton  im  Plasma  oder  Kernsaft  auf,  und  es  kann  nach  einer 
Einengung  des  pH-Intervalls  mit  verschiedenen  Indikatoren  nun  die 
genaue  Farbnuance  unter  dem  Mikroskop  durch  Vergleich  mit  kleinen 
Tröpfchen  von  Pufferlösung,  in  die  auf  dieselbe  Weise  ein  Farbstoff- 
körnchen eingebracht  wird,  festgestellt  werden.  — Eine  Schwierigkeit 
liegt  vor  allem  darin,  daß  völlig  ungeschädigtes  Plasma  sich  allem 
Anschein  nach  nicht  ohne  weiteres  mit  diesen  Indikatoren  anfärben 
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läßt,  so  daß  wir  nicht  sicher  entscheiden  können,  ob  das  nach  In- 
jektion angefärbte  Plasma  auch  wirklich  noch  dieselben  Eigenschaften 
wie  in  Ungeschädigtem  Zustand  besitzt.  Solche  lokalisierte  Schädi- 
gungen erscheinen  durchaus  möglich,  wenngleich  sich  auch  zeigen 
ließ,  daß  z.  B.  Amoeba  dubia  nach  Indikatorinjektionen  in  Kern  oder 
Plasma  tagelang  weiterlebte.  Andererseits  berichtet  Spek,  daß  nach 
Injektionen  cytolytische  Verquellungen  festzustellen  waren,  die  doch 
wohl  stärkere  Schädigungen  anzeigen.  Auch  Chambers  hat  ver- 
schiedentlich auf  entsprechende  Schädigungen  aufmerksam  gemacht. 
Von  Chambers  und  Mitarbeitern  wurde  vor  allem  die  Mikroinjek- 
tion von  Indikatorlösungen  in  die  Zelle  mit  Hilfe  des  Mikro- 
manipulators angewandt.  Von  besonderer  Bedeutung  erscheint  mir 
dabei,  daß  Chambers  die  Lösungen  der  sauren  Indikatorsubstanzen 
durch  Natronlauge  neutralisiert,  da  sonst  durch  den  Indikator  natür- 
lich eine  Ansäuerung  im  Protoplasma  erfolgen  könnte.  Diese  Methode 
dürfte  zur  Zeit  die  zuverlässigsten  Werte  liefern.  Eigenartigerweise 
lassen  sich  die  basischen  Vitalfarbstoffe  viel  schwerer  injizieren,  da 
sie  die  Mikropipetten  infolge  von  Ausflockung  mit  den  Plasmakolloiden 
verstopfen. 

Am  einfachsten  ist  dagegen  die  direkte  Anfärbung  mit  Neutralrot, 
Nilblauchlorhydrat,  Nilblausulfat.  Doch  sollten  diese  pH-Bestim- 
mungen  immer  kontrolliert  werden  durch  Verwendung  der  Indika- 
toren von  Clark  und  Lubs  u.  a.,  von  denen  sich  als  besonders  ge- 
eignet Methylrot,  Kresolrot  und  Phenolrot  erwiesen  haben,  zumal  sie 
bei  einigen  Objekten  zu  direkter  Vitalfärbung  benutzt  werden  können 
(vgl.  Tab.  2).  Auf  keinen  Fall  darf  wohl  der  Farbton  der  Granula- 
färbung mit  basischen  Vitalfarbstoffen  mit  zur  pH-Bestimmung  in 
der  Zelle  herangezogen  werden,  da  es  sich  hierbei  nach  VON"  Möllen - 
dorff  um  eine  Ausflockung  mit  sauren  Kolloiden,  nach  Nirenstein 
und  Ries  manchmal  um  eine  Lösung  in  einer  lipoiden  Phase  handelt, 
während  Spek  an  eine  Ausflockung  des  basischen  Farbstoffes  in  einem 
basischen  Milieu  denkt  und  dies  gerade  aus  dem  Farbton  der  Granula- 
färbung ableitet  (vgl.  weiterhin  S.  44).  Auf  jeden  Fall  müssen  eine 
ganze  Reihe  von  pH-Bestimmungen  in  Zellen,  welche  die  Granula- 
färbung mit  basischen  Farbstoffen  mitberücksichtigt  haben,  revidiert 
werden.  Wieweit  die  metachromatischen  basischen  Vitalfarb- 
stoffe wie  Kresylechtviolett  und  Brillantkresylviolett,  die  im  allge- 
meinen nicht  als  brauchbare  pH-Indikatoren  gelten,  von  Spek  aber 
besonders  für  pH-Bestimmungen  herangezogen  wurden,  Indikator- 
eigenschaften besitzen,  muß  wohl  noch  näher  untersucht  werden, 
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Tabelle  2 


Liste  besonders  zu  empfehlender  pH-Indikatoren 


Farbstoff 

Umschlags- 

bereich 

Eignung 
zix  zu 

di,r®kt,er  j Mikro- 
Vxtal-  j . . 

färbxing  j 

Bemerkungen 

Bromphenolblau 

1 

CO 



+ 

Bromkresolgrün 

3,8— 5,4 

— 

+ 

Methylrot 

4,4— 6,2 

+ 

+ 

vor  allem  das  Na- Salz 
dringt  in  manche  Gewebe 
ein  und  färbt  diffus.  Ein- 
dringen gegebenenfalls 
durch  schwaches  Ansäu- 
ern d.  Lösung  zu  erhöhen 

Chlorphenolrot 

Bromkresol- 

00 

1 

05 

( + ) 

+ 

purpur 

5,2— 6,8 

(+) 

+ 

Bromphenolrot 

5,4— 7,0 

— 

+ 

Alizarin-Na 

5,5— 6,8 

( + ) 

färbt  manche  Gewebe  zart 
diffus  an 

Bromthymolblau 

6,0— 7,6 

— 

+ 

Phenolrot 

6,8— 8,4 

( + ) 

+ 

von  einigen  Geweben  ohne 
weiteres  aufgenommen  u. 
angereichert  (vgl.  S.  279), 
von  anderen  nicht 

Neutralrot 

6,8— 8,0 

-H  + + 

1 

ausgezeichneter  basischer 
Vitalfarbstoff.  Fehlerquel- 
len : metachromatische 
Färbung  durch  chromo- 
trope  Subst.  (vgl.  S.  181), 
Adsorption  und  starke 
Lipoidlöslichkeit  der  gel- 
ben Farbbase 

o-Kresolrot 

m-Kresolrot 

7,0— 8,8 

7,6— 9,2 

+ 

+ 

+ 

dringt  v.  d.  Clarkschen  In- 
dikatoren neben  Methylrot 
gewöhnlich  am  besten  ein 

Nilblauchlor- 

hydrat 

7,2— 7, 7 (8,6) 

+ + + 

vgl.  Bemerkungen  zu  Neu- 
tralrot. Die  basischen  Vi- 
talfarbstofife  eignen  sich 
nicht  so  gut  zur  Mikro- 
injektion, da  Mikropipette 
leicht  verstopft  wird 

Thymolblau 

8,0— 9,6 

+ 

Nilblausulfat 

10,2—13,0 

+ + + 

vgl.  Bemerk,  zu  Neutralrot 
pH- Bereich  zu  hoch 
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zumal  Lison  sogar  Neutralrot  verwirft  (s.  S.  181).  Jedenfalls  stellen 
uns  die  verschiedenen  Farbtöne  der  Vitalfärbung  mit  Toluidinblau 
und  den  genannten  Farbstoffen  noch  ungelöste  Probleme. 

In  einer  neueren  Zusammenfassung  über  das  pH  in  der  lebenden 
Zelle  führt  Spek  (1937)  grundsätzlich  die  Anfärbung  mit  den  basi- 
schen, vitalfärbenden  Indikatoren  auf  eine  Adsorption  an  den  Plasma- 
kolloiden zurück,  während  sich  mit  den  sauren  Indikatoren  nach 
Clark  und  Ltjbs  wahrscheinlich  auch  das  wäßrige  Dispersionsmittel 
anfärbt.  Danach  würden  also  nach  Spek  die  basischen  Indikatoren, 
wie  z.  B.  Neutralrot,  das  pH  der  ,, Kolloide“  anzeigen,  die  sauren 
dagegen  ein  ,, Mischresultat“  ergeben,  wobei  allerdings  nicht  ganz 
ersichtlich  ist,  was  man  sich  unter  dem  ,,pH  eines  Kolloids“  vorzu- 
stellen hat  (vgl.  dazu  auch  S.  45). 

Die  Tabelle  4 soll  die  bisherigen  Ergebnisse  der  kolorimetrischen 
pH-Bestimmung  in  lebenden  Geweben  in  Auswahl  vorführen.  Sie 
zeigt  wohl  überzeugend,  daß  das  Plasma  charakteristische  pH- 
Werte  auf  weist,  die  sich  rasch  wieder  einstellen,  falls  bei  der  Mikro- 
injektion angesäuerte  bzw.  alkalisierte  Indikatorlösung  verwandt 
wird  (Zusatz  von  Salzsäure  bis  zu  0,014  N,  Buttersäure  0,02  N 
und  Milchsäure  0,03  N bei  Injektion  in  Amoeben  nach  Spek  und 
Chambers  1933).  Aaußerdem  können  offensichtlich  erhebliche  pH- 
Unterschiede  in  einer  Zelle  nebeneinander  bestehen  (vgl.  z.  B.  Eizellen 
von  Nereis,Aplysia  und  verschiedenen  anderen  Tieren  nach  Spek,  Kies 
und  Gersch).  Dabei  beruhen  aber  diese  pH-Unterschiede  im  animalen 
und  vegetativen  Material  tierischer  Eizellen  nicht,  wie  Spek  annahm, 
auf  einer  kataphoretischen  Sonderung  saurer  und  basischer  Kolloide, 
sondern  nach  Versuchen  von  Kies  und  Gersch  vor  allem  auf  der 
Sonderung  eines  besonders  sauren  Eiweißdotters,  was  neuerdings 
durch  Zentrifugierversuche  von  C.  P.  Raven  bestätigt  werden  konnte. 

Trotzdem  aber  solche  Unterschiede  in  einer  Zelle  bestehen  können, 
scheint  bei  den  verschiedensten  Zelltypen  eine  überraschend  gleich- 
artige Reaktion  zu  herrschen.  Ein  pH-Wert  von  6,8 — 6,9  ist  so- 
wohl bei  Protozoen  als  auch  bei  zahlreichen  Zelltypen  von  Wirbel- 
losen und  Wirbeltieren  im  Hyaloplasma  mit  den  verschiedenen 
Methoden  nachgewiesen  worden.  Dieser  Wert  kann  zwar  durch 
leicht  permeierende  Säuren,  wie  z.  B.  C02,  oder  Alkalien,  wie  etwa 
Ammoniak,  unbeschadet  der  Vitalität  der  Zellen  vorübergehend  außer- 
ordentlich weit  erniedrigt  oder  erhöht  werden,  aber  nach  Auswaschen 
dieser  Substanzen  stellt  sich  der  alte  Wert  wieder  ein.  Durch  nicht 
ohne  weiteres  permeierende  Säuren  und  Laugen,  wie  z.  B.  Salzsäure, 
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Kalilauge,  verschiedene  Puffergemische,  läßt  sich  das  pH  in  lebenden 
Zellen  nicht  verschieben.  Verschiedene  Zelltypen  aus  dem  Schwanz 
von  Axolotllarven  vertragen  z.  B.  einen  mehrstündigen  Aufenthalt 
in  einer  mit  Phosphatpufferlösung  versetzten  Ringerlösung  vom 
pH-Bereich  3,7- — 9,  ohne  daß  sich  das  pH  im  Protoplasma  veränderte 
(Ries  1937).  Aus  allen  diesen  Versuchen  ist  zu  schließen,  daß  das 
Protoplasma  ein  sehr  stark  gepuffertes  System  darstellt,  wobei  aller- 
dings die  Stoffe,  welche  diese  Pufferung  bewirken,  noch  nicht  im 
einzelnen  bekannt  sind. 

Allem  Anschein  nach  ist  dagegen  das  pH  im  Protoplasma 
relativ  leicht  durch  Erniedrigung  der  Sauerstoffspan- 
nung  in  der  Umgebung,  d.  h.  also  wohl  durch  künstliche  Erzeugung 
einer  mehr  oder  weniger  anoxybiontischen  Lebensweise  und  durch 
Gärungsstoff  Wechsel,  zu  verändern.  Wir  können  die  Erniedrigung 
des  pH  vielleicht  durch  die  Anreicherung  von  Milchsäure  und  möglicher- 
weise noch  weiteren  Produkten  des  Gärungsstoffwechsels  erklären, 
da  wir  ja  wissen,  daß  auch  andere  lipoidlösliche  Säuren  wie  z.  B.  C02 
das  pH  der  lebenden  Zelle  erniedrigen  können.  So  fanden  z.  B.  Nas- 
soisrov  (1932),  Kamnev  (1934)  und  Makarov  (1934)  eine  Erniedri- 
gung des  pH  bei  Sauerstoffmangel  in  verschiedenen  Gewebetypen  mit 
Hilfe  der  Neutralrotfärbung;  eine  entsprechende  Herabsetzung  konnte 
allerdings  auch  durch  Verfütterung  von  Borsäure  an  Frösche  er- 
reicht werden  (Nassonov  1932).  In  den  zur  Untersuchung  besonders 
geeigneten  Speicheldrüsen  von  Chironomus -L ar ven  sank  das  pH  von 
normal  7,0 — 7,2  auf  6,2 — 6,4  (beurteilt  nach  Färbung  mit  Neutralrot). 
Die  reversible  Kernfärbung  bei  Sauerstoffmangel  wird  von  den  Au- 
toren mit  auf  die  Ansäuerung  des  Protoplasmas  zurückgeführt,  was 
nach  den  Versuchen  von  Ries  mit  Kohlensäure  (1937)  durchaus  wahr- 
scheinlich ist.  Demgegenüber  konstatierte  allerdings  Gersch  an 
Paramaecium  eine  deutliche  Gelbfärbung  des  Protoplasmas  bei 
stärkerem  Sauerstoffmangel,  was  gerade  umgekehrt  auf  eine  Erhöhung 
des  pH  im  Plasma  hindeutet. 

Auf  die  Bedeutung  der  Wasserstoff ionenkonzentration  für  die  Aufnahme 
von  Vitalfarbstoffen  in  die  Zelle  wurde  schon  auf  S.  38,  39  bei  Besprechung 
der  Betheschen  Reaktionstheorie  der  vitalen  Färbung  hingewiesen. 

8.  Vitale  Färbung  und  Oxydoreduktionspotentiale  (rH) 

a)  Ältere  Arbeiten : Seit  den  Untersuchungen  P.  Ehrlichs  (1885)  ist  be- 
kannt, daß  viele  Vitalfarbstoffe  von  den  Organismen  reduziert  werden.  Mit 
dieser  Erscheinung  versuchte  Ehrlich  das  Sauerstoffbedürfnis  der  Zellen 
nachzuweisen.  Er  injizierte  u.  a.  Dimethylparaphenylendiamin , Methylen- 
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blau,  Alizarinblau  und  Indophenolblau  und  stellte  fest,  welche  Organe  blau 
gefärbt  wurden  und  welche  nicht.  Seiner  Ansicht  nach  besaßen  die  letzteren 
ein  stärkeres  Reduktionsvermögen.  1895  fanden  Röhmann  und  Spitzer,  daß 
die  Blaufärbung  eines  Gemisches  von  a-Naphthol  und  p -Phenylendiamin 
durch  Zusatz  von  Gewebeextrakt  beschleunigt  wurde,  was  sie  auf  ein  hitze- 
unbeständiges, oxydierendes  Ferment  zurückführten.  Aus  diesen  Versuchen 
entwickelten  sich  später  die  Indophenolblaumethoden  an  Ausstrichen  und 
Schnitten  (Liulie  1902,  Schutze  1909  u.  a.)  und  weiterhin  auch  die  Rongalit- 
weißtechnik  von  Unna  (s.  S.  195).  Gegen  diese  Untersuchungen,  vor  allem 
gegen  Unnas  Theorie  der  Sauerstoff-  und  Reduktionsorte,  konnte  eingewendet 
werden,  daß  die  Orte  der  Anfärbung  nicht  gleichzeitig  die  der  Farbstoff - 
entstehung  darstellen,  sondern  vielleicht  dem  andernorts  entstandenen  Farb- 
stoff nur  besonders  günstige  Absorptionsbedingungen  bieten. 

b)  Allgemeines  über  Oxydoreduktionspotentiale : Die  modernen  Ar- 
beiten über  Oxydoreduktionspotentiale  gehen  in  erster  Linie  auf 
W.  M.  Clark  zurück.  Man  hatte  inzwischen  gelernt,  unter  Oxydation 
nicht  nur  Aufnahme  von  Sauerstoff  bzw.  Abgabe  von  Wasserstoff 
und  unter  Reduktion  nicht  nur  Abgabe  von  Sauerstoff  bzw.  Auf- 
nahme von  Wasserstoff  zu  verstehen,  sondern  bezeichnete  damit  nun 
alle  chemischen  Prozesse,  die  mit  Aufnahme  von  positiver  bzw. 
Abgabe  von  negativer  Ladung  verbunden  sind.  Das  Schwer- 
gewicht wurde  also  auf  die  elektrischen  Erscheinungen  gelegt,  und 
demnach  können  Vorgänge,  bei  denen  Sauerstoff  überhaupt  keine 
Rolle  spielt,  Oxydationen  genannt  werden  (so  z.  B.  der  Übergang  von 
Ferroion  in  Ferriion,  da  dabei  ein  Elektron,  eine  negative  Ladung,  ab- 
gegeben wird:  Fe++->  Fe+++  + e_).  Dementsprechend  ist  es  möglich, 
Oxydoreduktionspotentiale  elektrisch  zu  messen : Eine  Platin- 
elektrode nimmt  in  einer  wäßrigen  Elektrolytlösung  um  so  mehr  ein 
positives  Potential  an,  je  größer  die  Tendenz  des  Elektrolyten  zur 
Aufnahme  negativer  Ladungen  ist,  d.  h.  zum  Übergang  in  eine  nie- 
drigere Wertigkeitsstufe.  Oxydationsmittel  geben  also  positive  Poten- 
tiale, Reduktionsmittel  hingegen  negative.  Das  Oxydationspotential 
einer  Elektrode  steigt  bei  Erhöhung  der  Wasserstoffionenkonzen- 
tration.  Oxydationsmittel  wirken  demnach  in  einem  saurem  Me- 
dium kräftiger.  Umgekehrt  wird  mit  zunehmender  Alkalinität  das 
Reduktionspotential  einer  Elektrode  negativer.  (Diese  Abhängigkeit 
vom  pH  gilt  jedenfalls  für  alle  nicht  vollständig  dissoziierten  Elektro- 
lyten, während  das  Potential  der  vollständig  dissoziierten,  starken 
Elektrolyten  unabhängig  vom  pH  ist.) 

Die  Begriffe  Oxydations-  und  Reduktionsmittel  sind  nur  relativ 
gültig;  denn  Oxydoreduktionsprozesse  sind  in  vielen  Fällen  re- 
versibel. Sie  führen  in  der  Regel  zu  einem  Gleichgewicht  zwischen 
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oxydierter  und  reduzierter  Stufe;  unter  natürlichen  Bedingungen 
liegen  daher  immer  Mischsysteme  vor,  wobei  die  prozentuale  Reduk- 
tion bzw.  Oxydation  abhängig  ist  von  einer  Gleichgewichtskonstanten. 

Wir  haben  daher  keine  reinen  Oxydations-  bzw.  Reduktionspoten- 
tiale vor  uns,  sondern  Oxydations-Reduktionspotentiale, 
kurz  Redoxpotentiale,  die  dann  definiert  sind,  wenn  das  Oxyda- 
tionsmittel mit  dem  Reduktionsmittel  in  einem  bestimmten  Ver- 
hältnis (meistens  1:1)  gemischt  ist.  Das  Redoxpotential  wird  dabei 
auf  die  Normal  Wasserstoffelektrode  bezogen  (d.  h.  auf  eine  Elektrode 
von  Wasserstoff  von  1 Atm.  Druck  und  in  einer  Lösung  von  pH  = 0). 
Ein  System  von  einem  höheren  vermag  ein  solches  von  niedrigerem 
Redoxpotential  so  weit  zu  oxydieren,  bis  beide  dasselbe  Potential 
zeigen  und  umgekehrt. 

Dementsprechend  läßt  sich  auch  das  Redoxpotential  der  reduzier- 
baren Farbstoffe  messen.  Clark  wählte  als  Symbol  für  die  Reduk- 
tionsintensität (in  Analogie  zu  pH)  die  Bezeichnung  rH. 

Die  Berechnung  des  ih  eines  bestimmten  Redoxsystems  ist  nicht 
sehr  schwierig.  Dazu  muß  das  Potential  (E0)  der  Lösung  etwa  gegen  eine 
Platinelektrode  gemessen  und  außerdem  das  pn  der  Lösung  festgestellt 
werden.  Das  reine  Wasserstoffpotential  der  Lösung  von  einem  bestimmten 
PH  ohne  das  Redoxsystem  und  bei  bestimmten  Temperaturen  ist  bekannt 
(vgl.  Tabelle  bei  L.  Michaelis  1922,  S.  139).  Das  Redoxpotential  oder  E ^ 
ist  also  die  Differenz  des  mit  der  Platinelektrode  gefundenen  Wertes  minus 
Wasser stoff potential  der  Lösung.  Um  von  dem  E^-Wert,  der  in  Volt  auszu- 
drücken ist,  auf  das  ih  zu  kommen,  muß  dieser  E fr- Wert  durch  0,030  (bei  30°) 
dividiert  werden  (bzw.  bei  10°  durch  0,028;  bei  20°  durch  0,029  usw.;  für  die 
Ableitung  der  Formeln  und  die  theoretische  Unterbauung  dieser  auf  das 
thermodynamische  Prinzip  von  Nernst  zurückgehenden  Berechnungen  sei 
u.  a.  auf  L.  Michaelis  1922  und  1933  verwiesen). 

Ebensowenig  wie  das  pH  den  tatsächlichen  Gehalt  an  Säure  oder 
Base,  sondern  nur  den  Säure-  bzw.  Basegrad  angibt,  sagt  das  rH 
etwas  über  die  Menge  der  vorliegenden  Oxydations-  und  Reduktions- 
mittel aus.  Nur  die  Intensität,  die  übrigens  weitgehend  vom  pH  ab- 
hängig ist,  wird  durch  das  rH  angezeigt.  Wie  das  pH  dem  negativen 
Logarithmus  der  Wasserstoff ionenkonzentration  entspricht,  so  das 
rH  dem  negativen  Logarithmus  des  hypothetischen  Wasserst  off  - 
druckes,  der  im  Gleichgewicht  mit  dem  Redoxsystem  steht.  Nach 
Clark  kann  man  für  jeden  rH-Indikator,  dessen  charakteristische 
Potentiale  bekannt  sind,  behaupten,  daß  seine  Titrationskurve  von 
vollständiger  Reduktion  bis  zu  vollständiger  Oxydation  jeweils  be- 
stimmten Wasserstoff  drucken  entspricht.  Clark  wies  weiter  darauf 
hin,  daß  bei  einem  Mischungsverhältnis  von  50  : 50°/o  reduzierter  und 
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oxydierter  Stufe  das  Potential  besonders  konstant  ist  (,,the  Eh  is 
stabilized“)  und  daß  dann  ein  größerer  Prozentsatz  von  Oxydations- 
bzw.  Reduktionsmitteln  erforderlich  wird,  um  das  Potential  an  die 
Enden  der  Kurve  zu  verschieben.  Diese  Erscheinung,  die  Clark 
,,poising  action“  nannte,  entspricht  nach  seinen  Vorstellungen  der 
Pufferung  hinsichtlich  der  Wasserstoffionenkonzentration. 

c)  Die  Bestimmung  des  Redoxpotentials  in  der  Zelle:  Für  den  Bio- 
logen sind  diese  Vorstellungen  deswegen  wesentlich,  weil  es  möglich 
war,  eine  ganze  Skala  von  verschieden  leicht  zu  reduzieren- 
den, zur  Vitalfärbung  geeigneten  Farbstoff en  aufzustellen, 
deren  Eh  (rH)  genau  bekannt  ist  (Tab.  3).  Voraussetzung  für  die  Be- 
stimmung des  rH  in  einem  lebenden  System  ist  wegen  der  Abhängigkeit 
des  Redoxpotentials  von  der  Wasserstoffionenkonzentration  die 
Kenntnis  des  pH.  Ist  diese  Bedingung  erfüllt,  dann  kann  durch  Mikro- 
injektion oder  Vitalfärbung  mit  einer  Reihe  von  rH-Indikatoren  fest- 
gestellt werden,  welche  Farbstoffe  von  dem  System  noch  reduziert 
werden  und  welche  nicht  mehr.  So  läßt  sich  das  rH  auf  einen  be- 
stimmten Bereich  einengen,  da  ja  nur  Farbstoffe,  deren  rH  über  dem 
des  Systems  liegt,  von  diesem  reduziert  werden  können. 

Die  Technik  dieser  Untersuchungen  besteht  darin,  daß  die  Farb- 
stoffe in  die  Zelle  mikroinjiziert  werden,  soweit  sie  nicht  zu  den  guten 
Vitalfärbern  (wie  z.  B.  Methylenblau,  Janusgrün,  Thionin,  Toluidin- 
blau,  Nilblau,  Neutralrot,  Phenosafranin  u.  a.)  gehören,  die  auch 
aus  Lösungen  in  die  Zelle  permeieren.  Darauf  wird  festgestellt,  ob 
der  Farbstoff  gegebenenfalls  bei  erniedrigter  Sauerstoff  Spannung  redu- 
ziert, d.  h.  farblos,  wird  (bzw.  im  Falle  des  Janusgrün  bis  zum  roten 
Diaethylsaf ranin  reduziert  wird).  Als  Kontrolle  der  Reduktion  kann 
nach  Chambers,  Cohen  und  Pollack  (1933)  nachfolgende  Injektion 
eines  kräftigen  Oxydationsmittels  wie  z.  B.  Kaliumferricyanid  (rotes 
Blutlaugensalz)  dienen.  Nach  einer  anderen  Methode  werden  die  Ge- 
webe mit  reduzierten  Farblösungen  angefärbt,  wobei  die  Reduktion 
vielfach  mit  Rongalit  (Formaldehydnatriumsulfoxylat  — aus  Form- 
aldehyd und  N atriumhy  di  osulf it  in  alkalischer  Lösung)  durchgeführt 
wird  (Unna,  G.  C.  Hirsch  und  Buchmann,  Roskin,  Ries  u.  a.)  oder 
weniger  schädlich  mit  Natriumhydrosulfit  bei  saurer  Reaktion  oder 
am  besten  nach  Fischer  und  Hartwig  (1937)  katalytisch  mit  nascie- 
rendem  Wasserstoff  bzw.  nach  J.  Needham  und  D.  Needham  mit  Zink. 
Obgleich  durch  die  reduzierte  Lösung  mit  ihren  Zusätzen  und  ihrer 
sauren  Reaktion  die  Zellen  geschädigt  bzw.  in  ihren  oxydoreduktiven 
Eigenschaften  verändert  werden  können,  leistet  diese  Technik  zell- 
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biologisch  besonders  wertvolle  Dienste,  weil  die  Leukobasen  oft  leichter 
in  die  Zellen  eindringen  als  die  Farbstoffe,  und  weil  sich  so  leicht 
Zellorte,  Gewebe  und  Organe  nachweisen  lassen,  die  Stoffwechsel-  und 
zellphysiologisch  von  besonderer  Bedeutung  sind.  Andererseits 
können  bei  dieser  Technik  zur  Zeit  noch  nicht  zu  übersehende 
katalysatorische  Oxydationsbeschleunigungen  eine  besondere  Rolle 
spielen  (vgl.  den  Abschnitt  über  Oxydasen),  wodurch  ein  unmittel- 
barer Vergleich  mit  Reduktionsversuchen  erschwert  wird. 

d)  Das  ra  der  Zelle  in  Abhängigkeit  von  der  Lebensweise : Unter- 
suchungen über  das  rH  verschiedener  Zellen  sind  vor  allem  von 
Clark,  Rapkine  und  Wurmser,  Needham,  Chambers  und  ver- 
schiedenen Mitarbeitern,  Aubel  und  Levy,  Nassonov,  Alexandrov, 
Gersch,  Ries  u.  a.  angestellt  worden  (vgl.  Tabelle  4).  Dabei  inter- 
essierte zunächst  die  Frage,  ob  den  Zellen  ein  konstantes  und  charak- 
teristisches Redoxpotential  eigen  ist,  oder  ob  das  rH  sich  entsprechend 
äußeren  Lebensbedingungen  (z.  B.  bei  fakultativer  Anaerobiose)  ändern 
kann,  ob  sich  vielleicht  nach  der  Befruchtung  der  Eizelle  ein  anderes  rH 
einstellt  und  weiterhin,  ob  konstante  rH-Unterschiede  innerhalb  von 
Zellen  und  zwischen  verschiedenen  Zelltypen  bestehen. 

Nach  Mikroinjektionsversuchen  von  R.  Chambers  und  verschie- 
denen Mitarbeitern  scheinen  die  kolorimetrisch  nachweisbaren  Redox- 
prozesse  im  Plasma  vor  sich  zu  gehen,  während  sich  der  Kern  in  allen 
untersuchten  Fällen  indifferent  verhielt:  in  oxydiertem  Zustande 
injizierte  Farbstoffe  blieben  oxydiert,  reduziert  injizierte  blieben  redu- 
ziert. Dieses  Verhalten  erscheint  um  so  auffallender,  als  der  Kern 
allem  Anschein  nach  besonders  reich  an  Glutathion  ist  (vgl. 
S.  223  u.  Abb.  33,  S.  203). 

Von  besonderem  Interesse  sind  u.  a.  die  Arbeiten  von  Nassonov 
(1930/32)  und  Alexandrov  (1932),  die  in  Übereinstimmung  mit 
früheren  Untersuchungen  nachweisen  konnten,  daß  unter  anaeroben 
Bedingungen  das  rH  in  den  Zellen  erniedrigt  wird,  so 
daß  nun  auch  die  Farbstoffe  reduziert  werden  (Thionin,  Brillant- 
kresylblau,  Methylenblau,  Kresylviolett,  dagegen  nicht  mehr  Neutral- 
rot), die  bei  aerober  Anwendung  vital  färben.  Außerdem  trat  sowohl 
beim  Frosch  als  auch  bei  Chironomus,  Daphnia  und  manchen  Infu- 
sorien bei  erniedrigter  Sauerstoffspannung  eine  reversible  Kernfärbung 
ein.  Das  intrazelluläre  rH,  das  in  sauerstoffgesättigtem  Wasser  > 15 
(nach  Rapkine  und  Wurmser  mit  Hilfe  von  Mikroinjektion  rH 
19 — 20)  beträgt,  sank  in  Sauerstoff  freiem  Wasser  bei  Chironomus 
unter  7,7.  Diese  rH-Erniedrigung  ist  verbunden  mit  einer  reversiblen 
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Erhöhung  der  Wasserstoffionenkonzentration,  was  bei  der  Bestim- 
mung des  rH  unter  anaeroben  Bedingungen  natürlich  berücksichtigt 
werden  müßte.  — Chambers,  Cohen  und  Pollack  (1933)  stellten 
an  Eiern  von  Paracentrotus  lividus  u.  a.  Seeigeln  und  bei  Amoeba 
proteus  mit  Hilfe  von  Mikroinjektionen  und  Vitalfärbungen  unter 
aeroben  Bedingungen  ein  Redoxpotential  von  etwa  0,07  Volt  (bei 
pH  = 7,  also  etwa  rH  = 12)  fest,  unter  anaeroben  Bedingungen  von 
etwa  0,143  Volt  (rH  < 9,2).  Demgegenüber  fanden  I.  Needham 
und  D.  Needham  (1926)  in  Eizellen  verschiedener  wirbelloser  Tiere 
(vgl.  Tabelle  4)  ein  bedeutend  höheres  rH  (zwischen  19  und  22).  Außer- 
dem stellten  sie  fest,  daß  jedenfalls  bei  Amoeba  proteus  das  rH  durch 
einen  Aufenthalt  von  20  Minuten  in  einer  reinen  Stickstoff-,  Wasser- 
stoff- oder  aber  Sauerstoffatmosphäre  nicht  verändert  wird.  Cham- 
bers, Cohen  und  Pollack  (1931/33)  erklären  ihre  von  denen 
anderer  Unter sucher  abweichenden  Werte  durch  die  verschieden- 
artige Methodik:  durch  die  nachfolgende  Injektion  von  Ferricyanid 
ließ  sich  nachweisen,  daß  auch  solche  Farbstoffe  nach  Injektion  in 
die  Zelle  noch  zur  Leukobase  reduziert  worden  waren,  die  bei  Auf- 
nahme aus  der  Lösung  deutliche  Anfärbungen  ergeben  hatten,  also 
scheinbar  überhaupt  nicht  reduziert  wurden.  Diese  von  Chambers 
und  Mitarbeitern  verwandte  Methodik  ist  insofern  natürlich  genauer 
und  zuverlässiger,  als  der  Farbstoff  dosiert  werden  kann,  was  wesentlich 
erscheint,  da  der  Farbstoff  selbst  mit  seiner  reduzierten  Stufe  ein 
Redoxsystem  darstellt,  das  bei  stärkerem  Angebot  natürlich  das  des 
Plasmas  verändern  kann.  Andererseits  bedeutet  die  größere  Beein- 
trächtigung der  Zelle  durch  die  Injektionstechnik  eine  nicht  genau  zu 
übersehende  Fehlerquelle  im  Gegensatz  zu  dem  schonenderen  An- 
gebot aus  der  Lösung. 

E.  Aubel  und  R.  Wurmser  (1929)  stellten  durch  venöse  Injektion 
von  rH-Indikatoren  ungleiche  Werte  für  Organe  fest,  die  nach  Funk- 
tion und  Lage  ein  verschiedenes  Sauerstoff  bedürfnis  besitzen  (Pankreas 
und  Darm  rH  zwischen  16- — 20;  Muskelzellen  und  Niere  zwischen  14 
und  16,  graue  Substanz  des  Rückenmarkes  etwa  9).  — Ophryoscole- 
ciden  aus  Ziegenmägen,  deren  rH  unter  6 liegt,  besaßen  ein  rH  unter  12 
nach  Nassonov. 

Neuerdings  untersuchte  M.  Gersch  (1937)  das  Redoxpotential 
von  Paramaecium  hinsichtlich  seiner  Abhängigkeit  vom  Sauer- 
stoffgehalt des  Kulturwassers  (Bestimmung  nach  Wlnkler- 
Spitta).  Er  fand  im  Gegensatz  zu  Pütter,  Liebmann  u.  a.,  daß  die 
Tiere  nicht  in  sauerstofffreiem  Wasser  zu  leben  vermögen  und  einen 


Amoeba  proteus  7,6;  nach  Cy-  17 — 19  Mikroinjektion  J.u.D.  Needham27 
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Die  vitale  Färbung 

Sauerstoffgehalt  von  etwas  unter  0,75 — 0,5  ccm  pro  Liter  auf  längere 
Zeit  nicht  vertragen.  Dagegen  überstehen  sie  die  Deduktion  von 
Janusgrün  zu  Safranin,  das  granulär  gespeichert  wird.  Diese  nicht 
reversible  Eeduktion  des  Janusgrün  zu  Safranin  kommt  einer  Ent- 
giftung des  viel  schädlicheren  Janusgrün  gleich.  Die  Eeduktion  von 
Methylenblau  erfolgt  dagegen  erst  unter  Bedingungen,  die  nicht  auf 
längere  Dauer  von  den  Tieren  vertragen  werden,  und  die  des  Kalium- 
indigotrisulfonicum  (rH  = 11,3)  bei  einem  02-Gehalt  von  0,31  ccm  02 
pro  Liter  Wasser.  Dann  vermag  aber  das  rH  in  den  lebenden  Protozoen 
noch  bis  zur  Eeduktion  von  Phenosafranin  im  hinteren  Teil  des  Zell- 
körpers weiterzugehen  (etwa  rfl  = 6)  bei  0,1  ccm  02  pro  Liter.  Unter 
diesen  Bedingungen  vermochten  die  Paramaecien  jedoch  nur  wenige 
Minuten  zu  leben  (für  weitere  rH- Werte  vgl.  Tab.  4). 

Das  Eedoxpotential  der  verschiedensten  Zelltypen  ist 
also  von  der  02- Spannung  des  Milieus  abhängig  und  ver- 
ändert sich  dabei  innerhalb  sehr  weiter  Grenzen.  Diese  Grenzen 
stimmen  allem  Anschein  nach  in  den  verschiedensten  Geweben  weit- 
gehend überein.  Das  rH  sinkt  von  etwa  20  unter  aeroben  (vgl.  da- 
gegen allerdings  auch  die  niedriger  gelegenen  Werte  von  Chambers, 
Cohen  und  Pollack)  bis  auf  etwa  rH  =5  — 6 ( ?)  unter  weitgehend 
anaeroben  Bedingungen.  Es  läßt  sich  also  kaum  wie  beim  pH  von 
einem  absolut  charakteristischen  Eedoxpotential  der  Zellen  sprechen, 
sondern  nur  von  einem  rH-Bereich,  der  den  natürlichen  Lebensbe- 
dingungen dieses  Gewebes  in  vivo  oder  auch  in  vitro  entspricht.  Dieser 
rH-Bereich  wird  natürlich  beim  Oxybionten  ganz  anders  sein  als 
beim  Anoxybionten,  wobei  sicherlich  auch  wieder  charakteristische 
Verschiedenheiten  zwischen  den  einzelnen  Organen  und  Geweben 
Vorkommen,  was  ja  schon  Ehrlich  bei  seinen  Versuchen  über  das 
Sauerstoffbedürfnis  der  Organismen  feststellte.  Außerdem  ist  die  Ge- 
schwindigkeit der  Oxydations-  und  Eeduktionsprozesse  ungleich.  In 
polarisierten  Zellen,  vor  allem  deutlich  in  vielen  Eizellen  (s.  auch  S.  264) 
und  bei  Protozoen,  ferner  auch  bei  ganzen  Organismen  und  Sproß - 
Systemen  pflegt  die  Oxydation  reduzierter  Farbstoffe  meist  an  einem,  die 
Eeduktion  am  entgegengesetzten  Pol  zu  beginnen  (vgl.  Versuche  von 
Child  an  Eizellen,  Protozoen,  Coelenteraten  und  Würmern,  Versuche 
von  Gersch  an  Paramaecium , von  Eies  und  Gersch  an  Eizellen  usw.). 

Die  rH-Erniedrigung  bei  sinkender  Sauerstoffspannung  hat  natür- 
lich eine  besondere  biologische  Bedeutung  für  die  Energiegewinnung 
bei  Sauerstoffmangel.  Allerdings  fehlen  hier  noch  eingehendere  Unter- 
suchungen. 


8.  Vitale  Färbung  und  Oxydoreduktionspotentiale  (rH) 
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e)  Über  die  Redoxsysteme  der  Gewebe : Fast  ganz  ungeklärt  ist  auch 
die  Frage,  welche  Substanzen  für  das  Redoxpotential  der 
Gewebe  verantwortlich  zu  machen  sind.  Im  allgemeinen  wird 
angenommen,  daß  Glutathion  und  Vitamin  C mit  ihren  oxydierten 
bzw.  reduzierten  Stufen  als  Hauptredoxsysteme  und  vielleicht  als 
Gegenspieler  im  Plasma  wirken.  Glutathion  ist  bekanntlich  ein 
Tripeptid,  das  nach  Hopkins  u.  a.  in  den  meisten  Zellen  vorkommt 
und  dort  die  Rolle  eines  Sauerstoffüberträgers  spielt,  da  es  als  Mer- 
captan  leicht  zum  Disulfid  oxydiert  und  dieses  wiederum  leicht  zu 
Glutathion  reduziert  werden  kann  (SH  ^ S02).  Sein  Redoxpotential 
bei  pH  7 kommt  den  in  den  Zellen  gefundenen  Werten  sehr  nahe 
(vgl.  S.  163). 

Das  Vitamin  C entspricht  nach  Szent-Györgyi  der  Ascorbinsäure, 
die  er  aus  Nebennieren  und  pflanzlichen  Materialien  isolieren 
konnte.  Sie  hat  die  Zusammensetzung  C6H806  und  kann  nach 
Wormser  in  zwei  Stufen  oxydiert  werden.  Mit  ihrer  ersten  reversiblen 
Oxydationsstufe,  der  Dehydroascorbinsäure,  bildet  sie  vielleicht  ein 
besonderes  Redoxsystem,  wobei  die  Oxydation  wahrscheinlich  durch 
Glutathion  erfolgen  kann.  — Außer  diesen  beiden  Substanzen  spielen 
sicherlich  noch  andere  Stoffe  eine  bedeutsame  Rolle  im  Oxydo- 
reduktionshaushalt  der  Zelle  (u.  a.  Cytochrom,  Adrenalin  und  viel- 
leicht auch  reduzierende  Zucker,  vgl.  R.  Wormser  1935). 

Allem  Anschein  nach  ist  das  Redoxpotential  lange  nicht 
in  dem  Ausmaß  an  das  Leben  der  Zelle  gebunden  wie  das 
pH ; denn  es  scheint  auch  beim  Absterben  der  Zellen  sowie  in  Zellbrei 
in  kontinuierlicher  Weise  in  Abhängigkeit  vom  Sauerstoff gehalt  der 
Umgebung  abzusinken  wie  bei  der  lebenden  Zelle  (vgl.  Versuche  von 
Gersch  und  Ries  an  Seeigeleiern,  1937).  Auch  das  würde  dafür 
sprechen,  daß  in  ähnlicher  Weise  wie  bei  den  Fermentversuchen  be- 
stimmte Substanzen  für  das  rH  verantwortlich  zu  machen  sind  und 
nicht  wie  im  Falle  des  pH  außerdem  sehr  labile  und  an  das  lebende 
System  gebundene  physikalische  Gleichgewichtssysteme. 

Leider  ist  die  Frage  nach  den  Beziehungen  zwischen  be- 
sonderen Oxydoredukasen  oder  anderen  Zellfermenten 
(Benzidinperoxydase,  Nadioxydase,  Tyrosinase  usw.),  sowie  be- 
sonderem Reichtum  an  Vitamin  C und  Glutathion 
einerseits  und  dem  rH  der  Gewebe  andererseits  noch 
völlig  ungeklärt,  da  bisher  fast  stets  entweder  nur  das  eine 
oder  das  andere  Phänomen  untersucht  wurde.  Erst  wenn  dieses 
Problem  eingehender  in  Angriff  genommen  wird,  dürften  die 


Tabelle  5.  Übersicht  über  die  gebräuchlichsten  Vitalfarbstoffe 
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Untersuchungen  über  das  Redoxpotential  der  Zellen  noch  ein  viel 
größeres  und  allgemeineres  biologisches  Interesse  erlangen.  * — 
Ganz  neuerdings  untersuchte  Ries  1937  diese  Fragen  bei  tierischen 
Eizellen,  bei  denen  sowohl  Sonderungsprozesse  wie  auch  Redox- 
gradienten  schon  bekannt  waren.  Es  ergab  sich  dabei  folgendes: 
das  histochemisch  nachweisbare  Vitamin  C stand  in  keiner  Beziehung 
zur  vitalen  Reduktion  von  basischen  Farbstoffen,  obwohl  es  wahr- 
scheinlich die  am  stärksten  reduzierende  Substanz  in  den  Eizellen 
darstellt.  Da  die  Vitamin  C speichernden  Granula  gleichzeitig  be- 
sonders stark  Methylenblau  anreichern,  muß  das  Vitamin  C in  seiner 
reduzierenden  Wirkung  dort  irgendwie  blockiert  sein.  Glutathion 
scheint  vielleicht  in  den  Eiern  von  Ciona  und  von  Seeigeln  in  einer 
gewissen  Beziehung  zur  Farbstoff reduktion  zu  stehen,  denn  es  sind 
wahrscheinlich  bei  Ciona  topographische  Übereinstimmungen  zwischen 
Glutathiongehalt  und  Reduktionsvermögen  und  im  Ei  von  Para- 
centrotus  in  der  Zeit  übereinstimmende  Schwankungen  vor  und  nach 
Befruchtung  festzustellen.  Das  Vorkommen  von  Oxydoredukasen  und 
Peroxydasen  hat  jedenfalls  im  Aplysia- Ei  keinen  besonderen  Einfluß 
auf  Oxydations-Reduktions Vorgänge  an  Vitalfarbstoffen. 

9.  Elektive  Vitalfärbungen 

a)  Allgemeines : Es  gibt  im  wesentlichen  vier  verschiedene  Gruppen 
von  Elektivfärbungen : 1.  Färbung  von  Exkretionsorganen  und  Reti- 
culo-Endothelialem  System  (athrocytären  Zellen)  mit  sauren  Farb- 
stoffen, 2.  Alizarinfärbung  von  Knochensubstanz,  3.  die  vitale  Nerven- 
färbung  mit  Methylenblau  bzw.  Alizarin  oder  ähnlich  wirkenden 
Stoffen,  4.  die  Elektivfärbung  möglichst  aller  Organsysteme  bei  klei- 
neren geeigneten  Objekten  durch  Verwendung  verschiedener  Farb- 
stoffe, verschiedene  Vorbehandlung  der  Objekte,  Veränderung  der 
Anfärbungsbedingungen  oder  besondere  Färbst  off  kombinationen. 
Meistens  glücken  diese  letzteren  Elektivfärbungen  nur  bei  viel- 
fältiger Erfahrung  mit  dem  betreffenden  Objekt.  Die  Faktoren  der 
Elektivfärbung,  besonders  der  1.,  2.  und  4.  Gruppe,  sind  größtenteils 
unbekannt.  Infolgedessen  erscheint  vielen  die  Elektivfärbung  als 
organphysiologische  Methode  zur  Funktionsanalyse  von  Organ- 
systemen unsicher  oder  unzuverlässig. 

Mit  Elektivfärbungen  wurde  eingehender  vor  allem  bei  Cladoceren 
gearbeitet  (Fischel,  Gicklhorn  u.  a.).  Nach  jahrelangen  Unter- 
suchungen gelang  es  mit  experimenteller  Sicherheit,  ziemlich  alle 
Organsysteme  elektiv  darzustellen  (vgl.  Abb.  10,  11,  12,  17).  Be- 
nies, Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  6 
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sonders  leicht  glückt  mit  verschiedenen  basischen  Farbstoffen  die 
Anfärbung  der  Kiemensäckchen  (z.  B.  bei  Daphnia  mit  Toluidin- 
blau  je  nach  Zeitdauer  bei  verschiedener  Konzentration). 

h)  Elektivfärhungen  von  Atmungsorganen:  Weiterhin  ergab  sich 
eine  besondere  Korrelation  zwischen  dem  Nackenschild  der 
Embryonen  und  jüngeren  Tiere  und  den  Kiemensäckchen  an 
den  Rumpfgliedmaßen  älterer  Stadien,  da  sich  beide  unter  identischen 


Abb.  10.  Die  Korrelationen  zwischen  Nackenschild  und  Kiemensäckchen 
bei  Daphnia  in  verschiedenen  Lebensaltern  dargestellt  mit  Hilfe  der  vitalen 
Färbung  mit  dem  basischen  lipoidlöslichen  Farbstoff  Toluidinblau  (1 : 50000; 
4 Stunden).  — a)  Sehr  junges  Stadium  aus  dem  Brutraum.  Kiemensäckchen 
angelegt,  aber  noch  nicht  vital  färbbar,  dagegen  funktioniert  jetzt  das  Nacken- 
organ; b)  Übergangsstadium:  Nackenschild  funktioniert  noch,  außerdem 
beginnen  die  Kiemensäckchen  ihre  Funktionsperiode. 

Bedingungen  regelmäßig  elektiv  darstellen  lassen  (Abb.  10).  Die  elek- 
tive  Färbbarkeit  des  Nackenschildes  nimmt  bei  Cladoceren  in  dem- 
selben Maße  ab,  wie  die  der  Kiemensäckchen  ansteigt.  Es  lag  nahe, 
deswegen  auf  gleiche  Funktion  zu  schließen  und  im  Nackenorgan  der 
Embryonen  ein  Respirationsorgan  zu  vermuten,  das  vor  der  Funktions- 
tüchtigkeit der  Kiemensäckchen  den  Gasaustausch  im  wesentlichen 
vermittelt,  und  es  nicht  mehr  als  rudimentäre  Haftdrüse  zu  deuten. 

In  den  Kiemensäckchen  finden  sich  zwei  verschiedene  Zelltypen, 
die  sich  vitalfärberisch  verschieden  verhalten  und  von  Gicklhorn 
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und  Keller  als  „Netzmaschen  und  Netzlücken“  bezeichnet  wurden. 
Die  Netzlücken  färben  sich  stets  kräftiger  bzw.  rascher  als  die  Netz- 
maschen, was  auf  ein  verschiedenes  Reduktionsvermögen  gegenüber 
Vitalfarbstoffen  zurückgeführt  wurde,  da  bei  Anwendung  leicht 
reduzierbarer  Salze  wie  AgN03,  KMn04  und  AuC13  entsprechende 
Bilder  wie  bei  Anfärbung  mit  leicht  reduzierbaren  Farbstoffen  ent- 
stehen. Weiterhin  entfärbt  sich  der  Farbstoff  (infolge  Reduktion  zur 


Abb.  10.  c)  Abklingen  der  Vitalfärbbarkeit  im  Nackenorgan  und  allmähliche 
Rückbildung,  Zunahme  in  den  Kiemensäckchen;  d)  Älteres  Tier:  Nacken- 
organ nicht  mehr  funktionierend,  maximale  Färbung  der  Kiemensäckchen; 
außerdem  erscheinen  Schalendrüse  und  ihr  Coelomsäckchen  angefärbt.  a,b,  c, 
in  demselben  Maßstab  vergrößert  (Objektiv  3 [10  X],  Okular  8 X,  Tisch- 
höhe), d nicht  so  stark  vergrößert  (Objektiv  1,  Okular  10).  — Nach  Ries*(1937). 

Leukoform)  bei  Sauerstoffmangel  am  schnellsten  in  den  Netzmaschen. 
Umgekehrt  färben  sich  die  Netzlücken  am  raschesten  mit  der  Leuko- 
base  (Oxydation  der  Leukobase).  Außerdem  kann  nach  Zusatz  von 
H202  bei  vitalgefärbten  Tieren  auch  in  vorher  ungefärbten  oder  zu 
schwach  gefärbten  Zellen  der  Farbstoff  (nach  seiner  Oxydation)  nach- 
gewiesen werden.  Endlich  war  festzustellen,  daß  Kiemensäckchen 
und  Nackenorgane  besonders  leicht  durchlässig  sind  (s.  S.  53),  und 
daß  bei  Insektenlarven  „ausgesprochen  lokalisierte  , Atmungsfiguren4 
(mit  Hilfe  von  Flagellaten  nach  Engelmann)  und  lokalisierte  Vital- 

6* 
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färbung  wieder  gleichsinnig  sind“  (Gicklhorn).  Diese  Versuche  be- 
dürfen jedoch  weiterer  Prüfung.  Für  den  Nachweis  oxydo -reduktiver 
Eigenschaften  sind  vor  allem  direkte  Potentialmessungen  wünschens- 
wert, was  allerdings  bei  den  Epipoditkiemensäckchen  von  Daphnia 
wegen  der  schnellen  Bewegung  recht  schwierig  ist.  Dejdar  hat  daher 
entsprechende  Messungen  an  den  Kiemen  von  Amblystoma  (die  sich 
gegenüber  basischen  Vitalfarbstoffen  und  leicht  reduzierbaren  Metall- 
salzen in  gleicher  Weise  verhalten)  mit  Mikroelektroden  ausgeführt. 
Er  kommt  zu  dem  Schluß,  daß  ,,die  Kiemenblättchen  von  Axolotln 
als  die  eigentlichen  äußeren  Respirationsepithelien  gegen  Wasser  aus- 
nahmslos negativ  sind,  und  zwar  mit  einem  durchschnittlich  hohen 
Wert  von  17- — 18  Millivolt“.  Dies  entspricht  der  Tatsache,  daß  leicht 
reduzierbare  Vitalfarbstoffe  bzw.  Metallsalze  vor  allem  an  den  Re- 
spirationsepithelien  reduziert*  werden. 

Auch  an  den  Nackenorganen  ließ  sich  dieselbe  Differenzierung 
in  stark  reduzierende  ,, Netzmaschen“  und  schwach  reduzierende 
,, Netzlücken“  nachweisen.  Bei  den  Formen  ohne  Kiemensäckchen, 
wie  z.  B.  Leptodora  und  Polyphemus  bleibt  dauernd  ein  Nacken- 
organ erhalten  und  funktionstüchtig.  Mithin  erscheint  die  Deutung 
des  Nackenschildes  der  Cladoceren  und  Euphyllopoden  als  vika- 
riierende Kieme  wohl  begründet.  Dejdar  konnte  schließlich  auf 
Grund  vergleichender  vitalfärberischer  Studien  bei  den  verschieden- 
sten Cladoceren  und  Euphyllopoden  alle  Ausbildungs-  bzw.  Rück- 
bildungsgrade  des  Nackenorgans  und  der  Kiemensäckchen  in  Zu- 
sammenhang mit  der  besonderen  Lebensweise  der  einzelnen  Formen 
nachweisen.  Nach  seiner  Ansicht  stellt  der  Nackenschild,  den  er  auch 
bei  Mysideen  fand,  ein  ursprüngliches  und  primitives  Organ  dar,  das 
im  Laufe  der  phylogenetischen  Entwicklung  unter  dem  Einfluß  der 
Lebensweise  bei  einigen  Formen  vollständig  von  Epipoditkiemen 
ersetzt  wird  und  nur  noch  auf  frühen  ontogenetischen  Entwicklungs- 
stadien funktioniert  (planktonisch  lebende  Daphniden  und  Bosminiden) 
oder  dauernd  neben  den  Kiemen  erhalten  bleibt  (die  am  Boden  oder  im 
Schlamm  lebenden  Macrothriciden,  Chydoriden)  bzw.  bei  anderen  For- 
men ganz  allein  funktioniert  (einige  räuberisch  lebende  Onychopoden). 

Vergleichbare  Verhältnisse  fand  Dejdar  bei  Asellus  aquaticus,  wo 
die  sich  im  Blutraum  entwickelnden  Eier  besondere  blattförmige,  vital 
elektiv  färbbare  Anhänge  ausbilden,  die  beim  Schlüpfen  abgeworfen 
werden,  worauf  die  Pleopodenkiemen  entsprechend  färbbar  werden. 

c)  Exkretionsorgane'.  Die  Elektivfärbung  der  Exkretionsorgane  er- 
scheint weniger  als  die  der  Respirationsepithelien  experimentell 
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analysiert.  Am  bekanntesten  sind  wiederum  die  Verhältnisse  bei 
Cladoceren  (Kowalewsky,  Metschnikoff,  Bruntz,  Fischel  und 
vor  allem  Gicklhorn  und  Keller  1925).  Gicklhorn  und  Keller 
prüften  etwa  180  Farbstoffe  hinsichtlich  der  elektiven  Darstellung 
der  Coelomsäckchen  des  Antennen-  und  des  Maxillennephridiums 
(Abb.  11).  Nach  ihrem  Verhalten  ließen  sich  die  Farbstoffe  in  vier 
Gruppen  ordnen : Unsicher  und  nicht  elektiv  färbten  u.  a.  verschiedene 
Methyl  violette,  Methylgrün.  Einwandfreie  aber  nicht  lange  bestän- 
dige Vitalfärbungen  wurden  mit  Neutralrot,  Methylenblau,  Nilblau- 
sulfat, Brillantcresylblau,  Cresylechtviolett,  Vitalblau,  Thionin  usw., 
d.  h.  mit  typischen  basischen  Vitalfarbstoffen  erzielt.  Noch  elektiver 
färbten  Bleu  de  Lyon,  Methylblau,  Wasserblau  und  Methylrot  aus 


Abb.  11.  Daphnia  magna  a)  Elektivfärbung  von  den  Coelomsäckchen  des 
rudimentären  Ant  ennennephridiums  sowie  des  Maxillennephridiums  mit 
Vitalneurot  1:50000  4 Tage;  b)  Elektivfärbung  der  Speicheldrüse  mit 
Neutralrot  1 : 60000  6 Stunden.  — Orig. 

alkalischer  Lösung;  eindeutig  elektiv  Trypanblau,  Vitalneurot,  Bleu 
de  Poirrier,  Nigrosin,  Ammoniakcarmin,  also  die  typischen  sauren 
Vitalfarbstoffe.  Durch  das  gleichsinnige  Verhalten  der  Coelom- 
säckchen bei  der  Vitalfärbung  war  es  Dejdar  möglich,  diese  Organe 
bei  den  verschiedensten  Cladoceren  aufzufinden  und  ihren  Bau  zu 
beschreiben.  Gicklhorn  untersuchte  mit  gleichem  Erfolg  Cope- 
poden.  Meines  Wissens  fehlen  jedoch  Versuche^ zu  einer  physikalisch- 
chemischen Erklärung  dieser  Elektivfärbung  (vgl.  dazu  die  auf  S.  87 
besprochenen  Versuche  von  Lison  an  Orthopteren). 

Gicklhorn  untersuchte  auch  die  Nephridialschlingen  (Schalen- 
drüse) von  Cladoceren  (vgl.  Abb.  10 d),  und  durch  Änderung  der 
Reaktion  der  zur  Vitalfärbung  verwendeten  Lösungen  ließen  sich 
dabei  vier  funktionell  verschiedene  Abschnitte  feststellen,  die  auch 
cytologisch  verschieden  sind  (Abb.  12). 
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Bei  den  verschiedensten  Arthropoden  waren  vor  allem  mit 
Hilfe  saurer  Vitalfarbstoffe  neben  den  Nephridialorganen  sogenannte 
Athrocyten  nachzuweisen.  Besonders  leicht  sind  die  Verhältnisse 
nach  Trypanblaufärbung  bei  der  Larve  von  Corethra  zu  übersehen 
(vgl.  Ehrenberg,  Nagel,  Elsner,  Metalnikoff).  Der  Farbstoff 


Abb.  12.  Schematische  Darstellung  der  verschiedenen  Abschnitte  der  Ne- 
phridialschleife  von  Daphnia  magna  nach  vitaler  Färbung  mit  Eosin-Azur  (aus 
Giemsa-Lösung)  bzw.  Alizarin  und  anderen  Farbstoffen  (vgl.  auch  Abb.  10 d). 
— I = Nephrostomabschnitt,  bleibt  ebenso  wie  das  Coelomsäckchen  un- 
gefärbt; II  — bei  relativ  stark  alkalischer  Reaktion  der  Farblösung  sich  an- 
färbender Abschnitt,  Farbstoff  wird  ausschließlich  im  Lumen  abgeschieden 
(bei  Eosinazur  vielfach  Kristallbildung);  III  — S-förmiger  Schleifenteil, 
färbbar  bei  schwach  alkalischer  bis  neutraler  Reaktion;  V — Endabschnitt 
bis  zum  Nephroporus,  färbbar  bei  saurer  Reaktion.  — Nach  Gtcklhorn  (1931). 

wird  zu  beiden  Seiten  des  Rückengefäßes  von  den  dort  regelmäßig 
angeordneten  Pericardialzellen  gespeichert,  und  zwar  werden  sowohl 
saure  als  auch  basische  Farbstoffe  von  denselben  Strukturen  an- 
gereichert (Abb.  13,  vgl.  weiterhin  auch  Abb.  14  und  15). 

Die  früher  öfter  vitalfärberisch  untersuchten  Malpighischen  Ge- 
fäße der  Tracheaten  (Kowalewski,  Bruntz,  Cuenot  u.  a.)  wurden 
in  neuerer  Zeit  von  B.  V.  Wigglesworth  (1931)  eingehend  bei  der 
Wanze  Rhodnius  studiert.  Das  unterschiedliche  Verhalten  des  oberen 
Abschnittes,  der  sich  als  erster  und  zwar  diffus  mit  Neutralrot  färbt, 
und  des  unteren,  der  erst  nach  Entfärbung  des  oberen  granuläre 
Speicherung  zeigt,  konnte  in  Beziehung  gesetzt  werden  zu  den  auch 
auf  anderen  Wegen  feststellbaren  funktionellen  Unterschieden  bei  der 
Exkretion.  Indigokarmin  passierte  die  Zellen. des  oberen  Abschnittes 
in  der  Leukoform  und  wurde  dann  als  Farbstoff  dort  im  Lumen  nieder- 
geschlagen. Ganz  neuerdings  benutzte  L.  Lison  die  Malpighischen 
Gefäße  von  Orthopteren  zu  einer  vergleichenden  Untersuchung  der 
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Vitalfärbungserscheinungen  und  der  physikochemischen  Eigen- 
schaften der  verwendeten  sauren  Farbstoffe  (s.  S.  37). 


Umfangreich  ist  die  Literatur  über  die  Vitalfärbung  der  Nieren  und  des 
Reticulo-Endothelialen  Systems  der  Wirbel- 
tiere, wir  können  darauf  hier  nicht  ausführlich 
eingehen  (vgl.  u.  a.  D.  Böiiner-Patzelt, 
A.  Godel  und  F.  Standenath  1925).  Auch 
die  Fragen  der  Sekretion,  Resorption  und 
Rückresorption  erscheinen  in  diesem  Zu- 
sammenhang weniger  belangreich.  Hier  sei 
nur  erwähnt,  daß  Seki  das  Speicherungsver- 
mögen der  Zellen  des  Reticulo-Endothelialen 
Systems  für  saure  Substanzen  auf  das  Vor- 
handensein von  disponiblen  basischen  Sub- 
stanzen im  Plasma  zurückführt,  die  er  aller- 
dings nur  in  fixierten  Präparaten  nachweisen 
konnte  (s.  S.  130).  Neuerdings  konnten 
R.  Cordier  und  P.  Gerard  (1937)  sowie 
L.  Lison  (1937)  feststellen,  daß  die  Zellen 
bestimmter  Abschnitte  der  Nierenkanälchen 
ebenso  wie  die  des  RES  zu  Athrophagocytose 


Abb.  14.  Ophryotrocha  puerilis.  Vitalfärbungs- 
bild  nach  dreitägiger  Pyrrolblaufütterung. 
Farbstoffspeicherung  in  exkretorischen  Drüsen- 
zellen des  segmentalen  Hautdrüsensystems.  — 
Nach  Reisinger  (1936). 


Abb.  13.  Larve  von 
Corethra  plumicornis.  — 
a)  Elektive  Darstellung  der 
Athrocyten  (Pericardial- 
zellen)  zu  beiden  Seiten 
des  Rückengefäßes  mit 
Trypanblau  1 : 250, 48  Stun- 
den; b)  Anfärbung  in  Hy- 
podermiszellen  (und  ande- 
ren Geweben)  und  Pericar- 
dialzellen  mit  Neutralrot 
1 : 100,  12  Stunden.  — Orig. 
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befähigt  sind,  daß  aber  das  Vermögen  zur  Phagocytose  nur  bei  den  offenen 
Nephronen  ohne  weiteres,  bei  den  geschlossenen  dagegen  erst  nach  Injektion 
in  den  Glomerulus  nachweisbar  wird. 

Leider  fehlt  eine  kritische  Nachprüfung  der  älteren  Angaben  von  Cuenot, 
Kowalewsky  u.  a.,  die  z.  B.  auch  in  von  Buddenbrooks  Grundriß  der  ver- 
gleichenden Physiologie  ausführlich  dargestellt  werden,  und  nach  denen  eine 
Arbeitsteilung  der  Athrocyten  bei  den  verschiedensten  Tiergruppen  bestehen 
soll:  ,,die  einen  scheiden  Indigocarmin  sowie  zahl- 
reiche andere,  wie  es  scheint,  meist  saure  Farbstoffe 
aus,  die  anderen  speichern  Ammoniakcarmin“  (von 
Buddenbrook).  Zweifellos  bewirken  diese  beiden, 
von  den  älteren  Autoren  zur  Auffindung  der  damals 
vielfach  noch  unbekannten  Exkretionsorgane  ver- 
wandten Farbstoffe  elektive  Vitalfärbungen  exkre- 
torisch  tätiger  Zellsysteme,  aus  denen  sich  ihre  be- 
sondere physiologische  Differenzierung  erkennen  läßt. 
Leider  sind  aber  gerade  diese  beiden  Farbstoffe  nach 
neueren  Untersuchungen  (Seki  u.  a.)  relativ  leicht 
umladbar  und  daher  für  eine  eingehendere  physio- 
logische Analyse  wenig  geeignet;  denn  wir  wissen 
nicht,  4n  welcher  Form  sie  von  den  Athrocyten 


*.  / , 


Abb.  15.  Ophryotrocha  puerilis . — - a)  Neutralrot-Vitalfärbung  eines  mit 
Cocain  betäubten  Tieres.  Keine  Farbstoff  ansammlung  in  den  Drüsenzellen - 
vakuolen,  dafür  starke  Farbspeicherung  im  Darmepithel;  b)  Ausschnitt 
aus  demselben  Tier  8 Stunden  nach  Übertragung  in  reines  Seewasser.  Das 
Tier  ist  aus  der  Narkose  erwacht  und  die  normale  Farbstoffausscheidung 
durch  das  Drüsensystem  im  Gange.  — Nach  Reisinger  (1936). 

aufgenommen  und  gespeichert  werden.  Auf  ,, chemischen  Affinitäten“ 
beruht  jedenfalls  auch  diese  Farbstoffspeicherung  nicht.  Ganz  unzulässig 
aber  ist,  aus  einer  Elektivfärbung  mit  typischen  basischen  Vitalfarbstoffen 
ohne  weiteres  auf  eine'  exkretorische  Funktion  der  betreffenden  Organe  und 
Gewebe  zu  schließen,  wie  es  gelegentlich  auch  in  neueren  Arbeiten  versucht 
wird  (vgl.  z.  B.  eine  Angabe  über  die  exkretorische  Funktion  des  Ten- 
takelepithels der  Bryozoen  von  E.  Marcus  1926). 
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d)  Nervensystem : Die  vitale  Elektivfärbung  des  Nervensystems 
spielt  seit  ihrer  Entdeckung  durch  Ehrlich  (1885)  eine  sehr 
große  Rolle.  Leider  ist  sie  jedoch  bei  manchen  wirbellosen  Tieren 
sehr  unzuverlässig  und  erfordert  recht  viel  Erfahrung  und 
Geschick. 

Zur  Färbung  eignen  sich  vor  allem  Methylenblau  (auch  seine 
Leukoform),  Toluidinblau  und  Alizarin.  Wir  haben  keine 
sicheren  Anhaltspunkte  für  die  Faktoren,  auf  denen  die  Elektiv- 
färbung von  sensiblen  und  motorischen  Nerven  mit  diesem  Farbstoff 
beruhen  mag.  Die  Färbung  ist  von  einer  genügenden  Sauerstoff- 
spannung abhängig,  da  sonst  die  basischen  Farbstoffe  reduziert 
werden.  Bemerkenswert  ist  die  bis  heute  wohl  nicht  näher  analysierte 
Beobachtung  von  Kolmer  an  Corethra,  daß  sich  einzelne  Abschnitte 
des  Nervensystems  rasch  entfärben  und  wieder  färben  können.  Keller 
und  Gicklhorn  stellten  an  den  Sinnesnervenzellen  der  Antennen 
von  Cyclops  und  Diaptomus  fest,  daß  nach  Reizung  der  Antennen 
momentane  Entfärbung  und  nach  10 — 20  Sekunden  Wiederanfärbung 
eintritt. 

Erfreulicherweise  konnte  E.  Reisinger  (1933)  bei  rhabdocoelen 
Turbellarien  bezüglich  der  Nervenfärbung  mit  Alizarin  be- 
stimmte Vorstellungen  über  deren  Zustandekommen  entwickeln. 
Die  Nervenfärbung  glückte  hier  sehr  unzuverlässig,  bis  Reisender 
die  Tiere  so  weit  wie  irgend  möglich  mit  Lithiumcarbonatwasser 
,, alkalisierte“,  um  sie  dann  in  einer  Lösung  von  Alizarin,  das  mit 
einem  Schutzkolloid  (Messerspitze  lysalbinsaures  Natrium  auf  1 1 
Alizarinlösung)  versehen  war,  zu  färben.  Der  eindringende  Farbstoff 
flockt  nun  um  die  Nerven  aus  (Abb.  16).  Nach  Fixierung  mit  Kalkmilch, 
wobei  unlösliches  Calciumalizerat  entsteht,  können  brauchbare  Dauer- 
präparate her  gestellt  werden.  Das  Zustandekommen  dieser  Nerven- 
färbung erklärt  Reisinger  so  : durch  das  Schutzkolloid  wird  eine  sehr 
viel  kräftigere  Alizarinlösung  erzielt,  und  die  Farbstoffteilchen  können 
entsprechend  der  Aufnahmefähigkeit  der  Gewebe  für  das  Schutz - 
kolloid  eindringen;  an  der  Phasengrenze  der  Nerven  erfolgt  schließ- 
lich eine  elektrostatisch  bedingte  Flockung. 

Sehr  leicht  gelingt  vielfach  auch  eine  Elektivfärbung  von  Sin- 
nesorganen. Am  besten  untersucht  sind  auch  in  dieser  Hinsicht 
die  Cladoceren  und  andere  durchsichtige  *Wa$sertiere.  Selbst  dem 
Anfänger  glückt  wohl  stets  eine  Elektivfärbung  der  ,, Riechstäbchen“ 
der  1.  Antenne  von  Daphnia  mit  Kongorot  (nach  Gicklhorn  wirken 
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Kongorubin,  Benzopurpurin,  Diaminblau,  Rosazurin  ähnlich).  Dieser 
Versuch  ist  insofern  interessant,  als  sich  dabei  eine  „leblose“  Cuticula 
elektiv  färbt  — aber  doch  nur  dann,  wenn  das  Tier  lebt.  An  Exuvien 
oder  bei  frisch  getöteten  Tieren  gelingt  diese  Elektivfärbung  nicht, 
und  es  färbt  sich  statt  dessen  die  gesamte  Cuticula.  Das  von  den 


Abb.  16.  Vitale  Nervenfärbung  mit  Alizarin  bei  einem  rhabdocoelen  Tur- 
bellar,  Krumbachia  subterranea.  — a)  Teil  des  ventralen  Nervenplexus  eines 
geschlechtsreifen  Tieres.  Typische  Anlagerung  des  Farbstoffes  an  die  Ober- 
fläche der  Nerven  (Phasengrenze!);  b)  Junges  Tier,  nur  die  dorsalen  Längs  - 
nerven  scharf  abgebildet.  Vor  der  Vitalfärbung  Vorbehandlung  mit  Lithium- 
carbonat (1  Teil  konzentrierte,  wäßrige  Lösung  auf  200 — 600  Teile  Kultur- 
wasser) bis  zum  Eintreten  von  Schädigungen,  Abspülen  und  darauf  Lösung 
von  Alizarinum  siccum  (Skalpellspitze,  in  kochendem  Leitungs wasser  mit 
1 — 3 g lysalbinsaurem  Natron  [Schuchardt,  Görlitz]  gelöst),  entweder 
Stammlösung  oder  Stammlösung,  Kulturwasser  1:1,  etwa  4 bis  6 Stunden.  — 
Nach  Reisinger  (1933). 

Riechstäbchen  gespeicherte  Kongorot  behält  seine  Indikatoreigen- 
schaften : nach  Zusatz  von  Säure  zum  Medium  schlägt  die  Farbe  in 
Blau  um.  Dies  zeigt  nach  Gicklhorn,  „daß  irgendwelche  feste 
chemische  Bindung  nicht  stattgefunden  haben  kann“.  Durch  direkte 
Messungen  ließ  sich  feststellen,  daß  die  Riechstäbchen  sich  durch 
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negative  Ladung  auszeichnen.  Wahrscheinlich  handelt  es  sich  bei 
dieser  Elektivfärbung  um  ein  elektrostatisches  Phänomen,  da  sie  mit 
Farbstoffen  verschiedenen  chemischen  Charakters  und  verschiedener 
Dispersität  möglich  ist.  — Darüber  hinaus  ließen  sich  noch  besondere 

Differenzierungen  an  den  Riechstäbchen 
mit  Hilfe  der  Vitalfärbung  nachweisen 
(vgl.  Gicklhorn  1931  und  Abb.  17). 


Abb.  17.  Elektive  Vitalfärbungen  der  ,, Riechstäbchen“  an  der  1.  Antenne 
von  Daphnia.  — a)  Mit  Kongorot;  h)  Mit  Vitalneurot  (1 : 10000,  4 Tage).  — 

Nach  Ries  (1937). 


Entsprechende  Elektivfärbungen  glückten  bei  Asellus,  Gammarus , 
Cyclops  und  Diaptomus.  Wegen  ihres  ähnlichen  vitalfärberischen 
Verhaltens  rechnet  Haijk  auch  die  sogenannten  Genitalnäpfe  der 
Hydracarinen  zu  den  Chemoreceptoren.  Es  fragt  sich  aber,  wieweit 
die  Vitalfärbung  einen  Hinweis  auf  die  Funktion  eines  Chemorecep- 
tors  zu  geben  vermag.  Steinmann  konnte  bei  Planarien  die  Auri- 
cularsinnesorgane,  die  schon  früher  auf  Grund  des  Verhaltens  der  Tiere 
sowie  wegen  ihrer  Anordnung  und  Morphologie  als  Chemoreceptoren 
gedeutet  wurden,  aus  stark  verdünnten  Methylviolettlösungen  elektiv 
färben.  Methylviolett  wirkt  relativ  giftig,  und  jene  elektiv  gefärbten 
Planarien  hatten  das  Vermögen  der  chemotaktischen  Orientierung 
völlig  verloren.  Das  scheint  zur  Zeit  der  einzige  Hinweis  darauf,  daß 
mit  der  elektiven  Färbung  ganz  bestimmte  Ausfallserscheinungen  ver- 
bunden sein  können,  aus  denen  unter  Vorbehalt  auch  auf  die  Funktion 
der  Organe  geschlossen  werden  kann. 

e)  Alizarinfärbung  des  Knochens:  Als  weitgehend  geklärt  kann  da- 
gegen die  Krappfärbung  der  Knochensubstanz  angesehen 
werden.  Der  Krappfarbstoff  enthält  die  Rub erythrinsäure,  ein 
Glycosid,  aus  dem  durch  Zerfall  Alizarin  frei  wird.  Das  nach  Krapp- 
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fütterung  resorbierte  Alizarin  wird  dann  allmählich  von  den  Kalk- 
salzen des  wachsenden  Knochens  gebunden,  und  zwar  um  so  mehr, 
je  weniger  diese  Kalksalze  schon  mit  den  organischen  Stoffen  der 
Knochengrundsubstanz  verbunden  sind.  Daher  kann  diese  Alizarin- 
färbung  vor  allem  für  die  Untersuchung  der  Wachstumsvorgänge  der 
Knochen  herangezogen  werden.  Allerdings  sind  die  Ergebnisse  sehr 
kritisch  auszuwerten  (vgl.  besonders  von  Möllendorff  1920).  An 
Stelle  von  Fütterung  mit  Krapp wurzel  wird  heute  mehr  Injektion 
oder  parentale  Zufuhr  von  Alizarinnatrium  angewendet  (z.  B.  bei 
Amphibienlarven).  Nach  Injektion  verhält  sich  Alizarinnatrium  wie 
ein  sehr  diffusibler  Farbstoff,  der  alle  Organsysteme  diffus  gelb  durch- 
tränkt und  bis  auf  die  von  den  Knochen  gebundenen  Mengen  durch 
Niere,  Leber  usw.  ziemlich  rasch  wieder  ausgeschieden  wird. 

/)  Weitere  Möglichkeiten : Außer  diesen  aufgezählten  Elektivfärbungen 
ist  natürlich  noch  eine  große  Anzahl  weiterer  bekannt.  So  ließen  sich  Muskeln, 
bestimmte  Drüsen,  Darmabschnitte,  Gonaden,  Nährzellen  usw.  mehr  oder 
weniger  elektiv  hervorhoben.  Es  würde  jedoch  zu  weit  führen,  auf  diese 
Dinge  näher  einzugehen,  zumal  über  die  Deutung  dieser  Elektivfärbungen 
zumeist  noch  weniger  bekannt  ist  als  in  den  angeführten  Fällen.  Auch 
konnten  diese  Färbungen  größtenteils  bisher  noch  nicht  so  ausgebaut  werden, 
daß  sie  mit  experimenteller  Sicherheit  bei  den  verschiedensten  Tieren  ein- 
treten  und  so  zur  leichten  und  zuverlässigen  Diagnose  benutzt  werden  können. 
Als  Beispiele  für  besondere  und  sicherlich  noch  ausbaufähige  Elektivfärbungen 
seien  hier  nur  noch  solche  von  Cuticularstrukturen  des  Integuments  sowie 
gewebsspezifische  Kernfärbungen  in  Mikrophotographien  vorgeführt  (Abb. 
18,  19,  20). 

Anhangsweise  sei  hier  noch  kurz  über  eine  Angabe,  daß  sich  geschlecht- 
lich verschieden  differenzierte  Individuen  mit  Hilfe  der  Vitalfärbung  unter- 
scheiden ließen,  sowie  über  eine  besondere  Methode  der  Verwendung  fluores- 
cierender  Farbstoffe  berichtet. 

Von  D.  Mühl  (1921)  wurde  seinerzeit  behauptet,  daß  die  Synzygien  von 
Mehlwurmgregarinen  verschieden  vital  färbbare  Geschlechts- 
partner aufwiesen.  Schon  die  farbigen  Abbildungen  ergeben  eine  gewisse 
Unwahrscheinlichkeit  dieser  Aussage,  denn  mit  Neutralrot  sollen  recht 
eigenartige  Farbeffekte,  blau -violette  Farbtöne,  beobachtet  worden  sein,  wie 
sie  sonst  wohl  noch  nicht  festgestellt  wurden.  Auch  sehen  die  Abbildungen 
nicht  gerade  nach  besonders  geglückten  vitalen  Färbungen  an  ungeschädigten 
Tieren  aus.  Eine  wiederholte  Nachprüfung  dieser  Versuche  an  freien  Stadien 
und  an  Synzygien  wie  auch  an  encystierten  Geschlechtspartnern  ergab  in 
einigen  wenigen  Fällen  einen  ganz  geringen  Unterschied  im  Farbton  des 
Primiten  und  Satelliten,  der  vielleicht  auf  schwache  Unterschiede  im  Säure- 
grad (allem  Anschein  nach  ^reagiert  der  Satellit  manchmal  insgesamt  etwas 
saurer  als  der  Primit)  bzw.  auf  verschiedene  Beladung  mit  Reservestoffen 
zurückgeführt  werden  könnte,  aber  es  erscheint  mir  unmöglich,  aus  diesen 
unsicheren  Versuchen  schon  auf  eine  regelmäßige  physiologische  Differenzie- 
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rung  der  geschlechtlich  verschieden  differenzierten  Tiere  schließen  zu  wollen 
(vgl.  z.  B.  Joyet-Lavergne  1931),  zumal  in  den  schon  eingekapselten 
Tieren  nichts  davon  zu  bemerken  war.  Es  wäre  daher  wohl  wünschenswert, 
wenn  diese  Versuche  auf  breiterer  Basis  weitergeführt  würden. 


b) 

Abb.  18.  a)  Elektive  Vitalfärbung  der  Cuticularstrukturen  des  Integuments 
von  Axolotllarven  bei  Anfärbung  aus  Neutralrot  in  Ringerlösung  mit  0,005°/o 
Essigsäure;  b)  Bei  Anfärbung  aus  destilliertem  Wasser  werden  nur  die  Inter- 
cellularen gefärbt.  — - Nach  Ries  (1937). 

g)  Vitalfärbung  mit  fluorescierenden  Substanzen:  Von  Ph.  Ellinger 
und  A.  Hirt  (1932)  wurde  ein  besonderes  Verfahren  ausgearbeitet, 
um  auch  mit  stärkeren  Vergrößerungen  im  Innern  mas- 
sigerer Organe  mikroskopieren  zu  können,  was  bisher  nur  durch 
Auflichtmethoden  ermöglicht  werden  konnte,  wobei  allerdings  nur 
ein  kleiner  Teil  des  Lichtes  zur  Beobachtung  gelangt.  Ellinger 
und  Hirt  injizieren  in  die  Blutbahn  fluorescierende  Substanzen  und 
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erregen  dann  das  Eigenleuchten  dieser  Substanzen  im  Innern  der 
Organe  und  Zellen  durch  kurzwelliges  Licht  (vgl.  S.  16). 


a) 


b) 


Abb.  19.  Elektive  vitale  Kernfärbungen  in  verschiedenen  Zellsystemen  des 
Integuments  von  Axolotllarven.  — a)  Verschiedene  Stadien  der  Kernfärbung 
ausschließlich  in  den  Leydigschen  Zellen  nach  Einwirkung  von  destilliertem 
Wasser  (15  Min.)  auf  ein  vorher  mit  Neutralrot  angefärbtes  Schwanzstück; 
b)  Nach  Einwirkung  von  Kohlensäure  wurden  nur  die  Kerne  der  Epithel- 
zellen (EZ)  angefärbt,  dagegen  zeigen  die  etwas  tiefer  liegenden  Leydigschen 
Zellen  {LZ)  noch  die  normale  Plasmafärbung. 
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Als  Lichtquelle  dient  eine  Kohlenbogenlampe,  deren  Licht  nach  Passieren 
einer  Küvette  mit  Kupfersulfatlösung  und  besonderer  Filter,  die  nur  Strahlen 
zwischen  300  bis  etwa  400  [A[a  durchlassen,  auf  das  total  reflektierende  Prisma 
eines  Vertikalilluminators  fällt  und  von  dort  um  90°  abgelenkt  durch  das 
Objektiv  in  das  Objekt  geworfen  wird,  wo  es  den  Luminescenzfarbstoff 
zum  Eigenleuchten  bringt.  Zwischen  Objektiv  und  Okular  ist  noch  ein 


Melanophore  c) 


d) 


Abb.  19.  c)  und  d)  Nach  kürzerer  Einwirkung  der  Kohlensäure  (12  Min.) 
bzw.  bei  schwächerer  Dosierung  tritt  Kernfällung  und  -färbbarkeit  aus- 
schließlich in  den  Bindegewebszellen  ein,  und  zwar  sowohl  bei  den  un- 
mittelbar unter  dem  Corium  gelegenen  (c)  als  auch  bei  den  noch  tiefer 
liegenden  (d).  — • Nach  Ries  (1937). 

Filter  eingeschaltet,  das  nur  sichtbares  Licht  über  420  [a/a  durchläßt,  so  daß 
Störungen,  vor  allem  bei  der  Photographie  durch  vom  Objekt  reflektiertes 
kurzwelliges  Licht  ausgeschlossen  sind.  Als  Objektiv  dienen  Wasserimmer- 
sionssysteme. 

Als  saurer,  schwach  lipoidlöslicher  Fluorescenzfarbstoff 
wurde  das  Natriumsalz  des  Fluoresceins  in  Eingerscher  Lösung 
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injiziert,  als  basischer  Farbstoff  Trypaflavin  als  salzsaures 
Salz.  Mit  Fluorescein  färben  sich  in  fast  allen  Organen  vorübergehend 
bestimmte  Zellelemente  an,  um  dann  den  Farbstoff  bald  wieder  an 
das  Blut  oder  die  Exkretionsorgane  abzugeben.  Auf  jeden  Fall  aber 

bleibt  das  Serum  bis  zur 
Ausscheidung  des  Farb- 
stoffes leuchtend.  Ellin- 
ger  und  Hirt  vermuten, 
daß  sich  der  Farbstoff  ent- 
sprechend den  Vorstellun- 
gen Kellers  in  „Gewebs- 
anoden“  anreichert.  Das 
Trypaflavin  färbte  vor 
allem  die  Zellkerne  der 
roten  und  weißen  Blut- 
körperchen und  anderer 
Zellen  beim  Frosch.  Diese 
Färbung  haftet  besser  und 
soll  im  Gegensatz  zur  Flu- 
orescenzfärbung  auch  nach 
dem  Tode  der  Gewebe  noch 
vorübergehend  erhalten 
bleiben.  - — Besonders  auf- 
schlußreich sind  diese  Ver- 
suche in  bezug  auf  den  Weg 
des  Farbstoffes  im  Tier  und  seine  Abscheidung.  Es  wurden  bisher  vor 
allem  Niere  und  Leber  bei  Sommer-  und  Winterfröschen  untersucht. 


Abb.  20.  Elektive  Schädigung  und  Kern- 
färbung der  Leydigschen  Zellen  durch 
Einwirkung  von  0,01%  Osmiumsäure  in 
Ringerlösung  auf  ein  vorher  mit  Neutral- 
rot vital  gefärbtes  Schwanzstück  des 
Axolotl.  — Nach  Ries  (1937). 


Kapitel  IV 

Die  histologische  Färbung  als  histophysiologische  Methode 

X.  Allgemeines 

Als  histologische  Färbung  kann  jede  Anfärbung  toter 
Histosysteme  bezeichnet  werden.  Die  Färbungserscheinungen 
sind  dabei  grundsätzlich  anders  als  bei  lebenden  Zellen,  und  diese 
Änderung  tritt  mit  dem  Zelltod  ein.  Die  Fixierung  vermag  die  histo- 
logische Färbbarkeit  weitgehend  zu  beeinflussen,  sie  ändert  aber 
meistens  nicht  das  Wesen  der  postvitalen  Färbung.  Histologische  und 
vitale  Färbung  unterscheiden  sich  nicht  nur  dadurch,  daß  abgestorbene 
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Zellen  nicht  mehr  die  besonderen  Permeabilitätsverhältnisse  und 
Speicherfähigkeiten  der  lebenden  Zellen  besitzen,  sondern  es  treten 
außerdem  noch  weitgehende  Veränderungen  physikalisch- chemischer 
Natur  ein  (Ausfällung,  Entmischung  und  Denaturierung  von  Eiweiß- 
körpern, Freiwerden  bestimmter  Stoffe  usw.  s.  S.  129),  deren  Ausmaß 
durch  die  Art  der  Fixierung  sehr  stark  beeinflußt  werden  kann. 

Aufgabe  der  histologischen  Färbung  ist  in  erster  Linie, 
das  strukturell  durchweg  sehr  schwer  zu  analysierende  Bild  des 
lebenden  Präparates  mit  seinen  meist  geringfügigen  Brechungsunter- 
schieden  zwischen  verschiedenen  Phasen  zu  ersetzen  durch  ein  far- 
biges Bild,  in  dem  die  zu  untersuchenden  Strukturen  charakteristisch 
hervortreten.  Deswegen  folgt  der  histologischen  Färbung  meist  die 
Einbettung  in  einem  Medium  mit  hoher  Lichtbrechung,  wodurch  alle 
kleineren  Lichtbrechungsunterschiede  der  Histosysteme  ausgelöscht 
erscheinen  und  das  reine  Farbenbild  hervortritt.  Dabei  sollen  sich 
die  verschiedenen  Histosysteme  sowohl  im  Farbton  als  auch  in  der 
Anfärbungsstärke  möglichst  weitgehend  unterscheiden. 

Die  Aufgabe  des  Histologen  beschränkt  sich  jedoch  nicht  nur  darauf, 
möglichst  differenzierte  und  vielseitige  Färbungsrezepte  empirisch  auf- 
zufinden, sondern  besteht  darüber  hinaus  darin,  das  Wesen  der  histo- 
logischen Anfärbungserscheinungen  zu  erkennen  und  zu  beherrschen,  so 
daß  diese  für  zuverlässige  histologische  Diagnosen  brauchbar  werden. 

Die  histologische  Färbung  geht  im  wesentlichen  auf  die  Entdeckung 
von  Hartig  (1854)  und  Gerlach  (1858)  zurück,  daß  Zellkerne  sich 
mit  Carminlösungen  intensiver  färben  lassen  als  das  Plasma.  In  Ver- 
bindung mit  der  Verbesserung  des  Mikroskopes  verdanken  sowohl  die 
Cytologie  als  auch  die  Histologie  dieser  Entdeckung  ihre  außer- 
ordentliche Entwicklung  in  der  zweiten  Hälfte  des  vorigen  Jahr- 
hunderts. 

2.  Theorien  über  das  Wesen  der  histologischen  Färbung 

a)  Die  ,, chemische  Auffassung“ : Aus  den  Untersuchungen  über  das 
Wesen  der  histologischen  Färbung  ergeben  sich  zwei  grundsätzlich 
verschiedene  Auffassungen:  Die  älteren  Anschauungen,  die  vor 
allem  von  Ehrlich,  Heidenhahst,  Ukna  u.  a.  vertreten  wurden,  be- 
werten die  Anfärbung  als  mikrochemische  Reaktion  zwi- 
schen Farbstoff  und  Gewebesubstanz.  Die  von  Ehrlich 
aufgestellte  Unterscheidung  basophiler,  acidophiler  (oder  auch 
oxyphiler)  und  neutrophiler  Strukturen  spielt  noch  heute  in  der 
Histologie  eine  große  Bolle.  Sie  ging  aus  von  der  Erscheinung,  daß 
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manche  Histosysteme  basische,  andere  saure  oder  aber  neutrale  Farb- 
stoffe, d.  h.  farbsaure  Salze  von  Farbbasen  bevorzugen.  Die  An- 
färbung sollte  dabei  nach  dem  Schema:  Salzsaure  Farbbase  + Ge- 
webe = gewebssaure  Farbbase  -f-  NaCl  bzw.  farbsaures  Na  + Ge- 
webe = farbsaure  Gewebebase  + NaCl  erfolgen,  d.  h.  also  auf  elektro- 
chemischen Affinitäten  beruhen.  Neutrophile  Substrate  sollten  da- 
gegen indifferente,  neutrale  Farbstoffe  binden,  was  natürlich  chemisch 
nicht  recht  zu  erklären  ist. 

Ein  chemischer  Körper  wird  zu  einem  Farbstoff  durch  den  Besitz  von  zwei 
verschiedenartigen  und  besonderen  Gruppen:  Die  Chromophore  Gruppe 
(bei  den  Azofarbstoffen  z.  B.  — N = N — ; weiterhin  — N = C — ; C = 0; 
N = 0 u.  a.)  bedingt  den  ungesättigten  Zustand  der  betr.  Verbindung 
und  macht  sie  infolge  selektiver  Lichtabsorption  zu  einem  ,, gefärbten 
Körper“.  Damit  nun  aber  aus  diesem  gefärbten  Körper  auch  ein  färbender 
wird,  sind  noch  Auxochrome  nötig,  d.  h.  salzbildende  Gruppen  (NH2, 
OH,  SO^H,  COOH),  mit  deren  Hilfe  überhaupt  erst  polare  Adsorption  und 
,, Echtfärbungen“  von  Substraten  zustande  kommen.  Ein  neutraler  oder 
indifferenter  „Farbstoff“  ist  also  ein  solcher,  dem  Auxochrome  fehlen  bzw. 
dessen  Auxochrom  nicht  mehr  ionisierbar  ist  und  damit  unwirksam  wurde 
(zu  dieser  letzteren  Gruppe  gehört  z.  B.  der  neutrale  Fettfarbstoff  Sudan  III). 

Die  bei  histologischen  Färbetechniken  vielfach  vorgeschriebene 
Alkalisierung  der  Lösung  bei  der  Färbung  mit  sauren  Farbstoffen 
sollte  die  Spaltung  der  Farbsalze  erleichtern.  Die  entfärbende  (dif- 
ferenzierende) Wirkung  von  Säuren  auf  Färbung  mit  basischen,  die 
von  Basen  auf  Färbung  mit  sauren  Farbstoffen  wurde  dadurch  er- 
klärt, daß  die  entsprechenden  Farbstoff  Verbindungen  gesprengt  wür- 
den und  auswaschbare  mehrsäurige  bzw.  mehrbasische  Salze  ent- 
stünden. Bei  den  sogenannten  Beizenfarbstoffen  sollte  die  Beize 
amboceptorartig  wirken,  indem  sie  sich  einerseits  am  Gewebe,  anderer- 
seits am  Farbstoff  verankert,  wodurch  eine  Tripel  Verbindung  ent- 
steht. Da  viele  histologischen  Strukturen  sich  sowohl  mit  basischen 
als  auch  mit  sauren  Farbstoffen  anfärben  lassen,  wurde  dies  mit 
ihrem  Ampholytcharakter  erklärt.  Nach  Unna  hingegen  soll  diese 
Erscheinung  dadurch  bedingt  sein,  daß  jene  Strukturen  aus  Ge- 
mischen verschiedener  Eiweiße  bestehen. 

Die  Dichtigkeit  dieser  chemischen  Erklärung  der  histologischen 
Anfärbungserscheinungen  läßt  sich  an  histologischen  Objekten  nur 
unvollkommen  nachprüfen:  die  histologischen  Substrate  sind  che- 
misch noch  unbekannt,  und  die  Färbeprozesse  spielen  sich  an  sehr 
kleinen  Mengen  inhomogener  Substanzen  ab.  Zudem  hat  die  Ent- 
wicklung der  histologischen  Technik  zu  möglichst  vielfältigen  und 
differenzierten  Färbungen  geführt.  Daher  werden  zur  Deutung  der 
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histologischen  Färbungen  immer  wieder  auch  die  Erfahrungen  der 
industriellen  Färbetechnik  herangezogen;  denn  der  einzige  zwingende 
Beweis  für  die  Richtigkeit  der  chemischen  Theorie  der  histologischen 
Färbung,  das  Bestehen  stöchiometrischer  Verhältnisse  zwischen  Sub- 
strat und  Farbstoff,  ist  aus  den  genannten  Gründen  bei  histologischen 
Strukturfärbungen  undurchführbar.  Doch  auch  in  der  industriellen 
Färbetechnik  ist  man  trotz  des  günstigeren  Materials  (chemisch- 
physikalisch besser  bekannte  Substrate  in  größeren  Mengen)  keines- 
wegs zu  einer  endgültigen  Klarheit  gekommen.  Es  gibt  jedoch  ver- 
schiedene Beispiele,  in  denen  die  Färbung  wahrscheinlich  auf  einer 
chemischen  Bindung  beruht.  So  soll  die  bei  hoher  Alkalinität  statt- 
findende Verbindung  von  Gelatine  und  Safranin  bzw.  Methylenblau 
nach  stöchiometrischen  Gesetzen  vor  sich  gehen  (Rawlins,  Chap- 
man  und  Schmidt;  zit.  nach  Zeiger  1935).  Weiterhin  soll  Eosin 
nach  Steudel  (1922/1926)  mit  Protaminen  und  Histonen  Salze 
bilden  (zit.  nach  A.  Kiesel  1930).  Es  erscheint  nicht  ausgeschlossen, 
daß  auch  die  Eosinfärbung  des  Haemoglobins  wie  verschiedener 
Zellsekrete  auf  chemischer  Bindung  beruht;  denn  sie  widersteht  bis 
zu  einem  gewissen  Grade  der  Differenzierung  in  Ammoniakalkohol, 
durch  die  die  rein  elektrostatisch  b'edingte  Adsorptionsfärbung 
(vgl.  S.  103)  vernichtet  wird.  Auch  Säurefuchsin  scheint  nach  Färbe- 
versuchen mit  gepufferten  Lösungen  (s.  S.  105)  besondere  Bindungen 
mit  Gewebssubstraten  eingehen  zu  können. 

b)  Die  'physikalische  Auffassung : Daß  jedoch  die  chemische  Er- 
klärung der  histologischen  Anfärbungserscheinungen 
nicht  allgemeingültig  sein  kann,  wies  schon  A.  Fischer  (1899) 
nach.  Fischer  zeigte,  daß  chemisch  einheitliche  Strukturen 
von  ungleicher  Größe  mitunter  ganz  verschiedene  Farb- 
stoffe bevorzugen  können:  So  fällt  z.  B.  96°/0iger  Alkohol  Haemo- 
globin  aus  und  zwar  aus  0,3°/0iger  Lösung  in  sehr  kleinen,  aus 
3°/0iger  Lösung  in  größeren  Granulis.  Wenn  die  Niederschläge  auf 
Deckgläsern  getrocknet,  zunächst  mit  Eisenhaematoxylin  gefärbt, 
differenziert  und  dann  mit  Tropäolin  nachgefärbt  werden,  so  erscheinen 
alle  größeren  Granula  schwarz,  die  kleineren  dagegen  tropäolin- 
farbig. — Bei  verschieden  großen  Granulis  von  Albumosechromat 
hängt  es  nur  von  der  Reihenfolge  der  Färbung  mit  Safranin- Gentiana 
bzw.  Gentiana- Säurealkohol- Safranin  ab,  ob  die  großen  oder  die 
kleinen  Granula  rot  bzw.  violett  gefärbt  werden.  Besonders  auf- 
schlußreich ist  weiterhin  die  sogenannte  Spiegelfärbung  der  größeren 
Granula  von  Albumosechromat  bei  Färbung  mit  Säurefuchsin  und 
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Pikrinsäure  nach  Altmann.  Je  nach  der  Dauer  der  Nachfärbung  in 
Pikrinsäure  verdrängt  diese  das  Säurefuchsin  zunächst  aus  den  klei- 
neren, dann  auch  aus  den  größeren  Granulis,  bei  letzteren  anfangs 
nur  aus  der  peripheren  Schicht,  so  daß  sich  vorübergehend  bei  ihnen 
eine  gelbe  Hülle  um  ein  rotes  Zentrum  findet,.  Bei  simultaner  Doppel- 
färbung tingiert  die  dem  Säurefuchsin  vorauseilende  Pikrinsäure  zu- 
nächst das  Zentrum  der  größeren  Granula,  während  das  Säurefuchsin 
erst  später  von  der  Peripherie  aus  vordringt.  Dies  Verhalten  konnte 
Fischer  durch  Diffusionsversuche  mit  verschiedenen  Farbstoffen  in 
Gelatine  erklären:  die  Farbstoffe  mit  der  größeren  Diffusionsgeschwin- 
digkeit färben  als  erste  die  größeren  Granula  durch,  während  nur  die 
kleineren  schon  bald  auch  von  dem  langsamer  diffundierenden  Farb- 
stoff durchdrungen  werden.  Es  hängt  nun  nach  Fischer  außer  von 
der  Anfärbungsdauer  und  der  Diffusionsgeschwindigkeit  der  Farb- 
stoffe vor  allem  von  ihrer  relativen  Konzentration  ab,  wie  weit  der  eine 
den  anderen  zu  verdrängen  vermag  bzw.  sich  Mischfärbungen  ergeben. 

In  mehreren  Arbeiten  entwickelte  von  Möllendorff  mit  senen 
Schülern  diese  Vorstellungen  weiter.  Danach  sind  die  meisten  histo- 
logischen Anfärbungserscheinungen  bedingt  durch  die  Struktur- 
dichte (oder  Porengröße  nach  Pappenheim,  also  nicht  wie  Fischer 
meint,  Substanzreichtum  schlechthin)  und  die  Diffusibilität  (also 
Dispersitätsgrad)  des  Farbstoffes  andererseits.  Ein  Farbstoff  mit 
hoher  Diffusionsgeschwindigkeit  (relativ  sehr  kleine  Teilchen)  durch- 
tränkt rasch  und  gleichmäßig  alle  Strukturen,  kann  aber  auch  leicht 
wieder  ausgewaschen  werden,  während  ein  solcher  von  geringerer 
Diffusionsgeschwindigkeit  zunächst  nur  in  die  lockeren  und  viel  lang- 
samer oder  überhaupt  nicht  in  die  dichteren  Strukturen  eindringt. 
Er  wird  aus  diesen  aber  dementsprechend  schwerer  wieder  aus- 
gewaschen werden  können  und  daher  für  elektive  histologische  Fär- 
bungen besonders  geeignet  sein.  Bei  gleichzeitiger  Anwendung  zweier 
saurer  Farbstoffe  von  verschiedener  Dispersität  (z.  B.  Pikrinsäure 
und  Säurefuchsin  in  van  Giesons  , Gemisch)  soll  Ansäuerung  die 
Differenz  der  Färbung  verstärken,  indem  die  Säure  auf  den  kolloidalen 
sauren  Farbstoff  dispersitätsvermindernd  wirkt,  wodurch  das  Diffu- 
sionsgefälle gegenüber  dem  Farbstoff  mit  der  kleineren  Teilchengröße 
noch  gesteigert  wird.  Diese  Annahmen  konnten  jedoch  durch 
neuere  und  exakte  Versuche  von  A.  Pischinger  (1927)  widerlegt 
werden.  Sie  waren  darauf  zurückzuführen,  daß  die  Dispersität 
durch  Diffusion  in  Gelatine  festgestellt  wurde,  während  nur  die 
sogenannte  freie  Hydrodiffusion  verläßliche  Werte  ergibt. 
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c)  Die  Färbung  mit  metachromatischen  Farbstoffen : Als  Reagenzien 
auf  die  Dichteverhältnisse  histologischer  Strukturen  wirken  basische 
und  saure  Farbstoffe  prinzipiell  gleichartig.  Bei  basischen  Farbstoffen 
tritt  indessen  nach  von  Möllendorff  noch  eine  weitere  Erscheinung 
auf:  An  der  Grenzfläche  bestimmter  Strukturen  kann  eine  Aus- 
flockung stattfinden,  die  zu  einer  ,, Niederschlagsfärbung“  führt. 
Diese  Niederschlagsfärbung  ist  bei  metachromatischen  Farbstoffen 
auch  im  Farbton  von  der  Durchtränkungsfärbung  verschieden, 
welche  dem  der  Farblösung  entspricht.  So  lassen  sich  z.  B.  mit 
Toluidinblau  in  Mast-  und  Schleimzellen,  bei  den  Nucleolen,  ferner 
an  elastischen  Fasern  körnelig-schollige,  an  den  Strukturoberflächen 
gelegene  violette  Niederschlagsfärbungen  neben  der  diffusen  blauen 
Durchtränkungsfärbung  erzielen.  Die  basischen  Farbstoffe,  welche 
diese  Niederschlagsfärbungen  ergeben,  lassen  sich  regelmäßig  leicht 
mit  sauren  Kolloiden,  wie  z.  B.  Trypanblau,  Nucleinsäure  und  Phos- 
phormolybdänsäure, ausflocken.  Farbe  und  Alkohollöslichkeit  der 
Niederschläge  stimmen  mit  dem  Verhalten  der  Niederschlagsfärbungen 
im  histologischen  Präparat  weitgehend  überein,  während  die  Aus- 
flockungen, die  nach  Zusatz  von  Natronlauge  zur  wäßrigen  Farbstoff- 
lösung  eintreten,  sich  bei  einer  Reihe  von  Farbstoffen,  wie  z.  B.  Rho- 
damin 0,  Viktoriablau  B,  Malachitgrün,  Methylengrün,  Nilblau- 
sulfat, Methylenblau  im  Farbton  und  bei  Rhodamin,  Nilblausulfat, 
Methylenblau,  Toluidinblau  auch  in  der  Alkohollöslichkeit  unter- 
scheiden. Daraus  schließt  von  Möllendorff,  daß  auch  die  in  histo- 
logischen Präparaten  eintretende  Niederschlagsfärbung  durch  ano- 
dische saure  Strukturen  bedingt  sei,  an  deren  Oberfläche  die  basischen 
Farbstoffe  ausflocken. 

Neuerdings  kommt  Lison  jedoch  zu  ganz  anderen  Anschauungen 
über  das  Wösen  der  metachromatischen  Färbung.  Als 
Metachromasie  wird  seit  Ehrlich  die  Eigenschaft  einiger  Farbstoffe, 
bestimmte  Strukturen  in  einem  anderen  Farbton  als  dem  der  Farb- 
lösung anzufärben,  bezeichnet.  Als  besonders  metachromatisch  gelten 
u.  a.  Toluidinblau  und  Thionin,  die  z.  B.  Mastzellengranula,  Schleim, 
Knorpelgrundsubstanz  und  das  Metachromatin  oder  Volutin  der 
Protisten  rotviolett  bis  rötlich,  alles  übrige  dagegen  mehr  blau  färben. 
Bisher  war  angenommen  worden,  daß  es  sich  dabei  um  Färbungs- 
effekte von  zwei  verschiedenen,  sonst  nicht  zu  trennenden  Farbstoffen 
handele  bzw.  um  einen  Ausdruck  von  pH-Differenzen,  Dispersitäts- 
verschiedenheiten  oder  um  Unterschiede  einer  Niederschlags-  und 
Durchtränkungsfärbung  nach  von  Möllendorff,  wobei  völlig 
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dunkel  blieb,  wodurch  die  verschiedenen  Farbnuancen  zu  erklären 
sind.  Lison  konnte  nun  nach  weisen,  daß  es  bestimmte  „chromo- 
trope“  Stoffe  gibt,  die  schon  in  stärkeren  Verdünnungen  meta- 
chromatische Färbung  bedingen.  Diese  Eigenschaft  haben  vor 
allem  Schwefelsäureester  von  hohem  Molekulargewicht,  so  vor 
allem  die  Bestandteile  der  Mucoproteide  (s.  S.  181). 

Der  Farbstoff  kommt  in  wäßriger  Lösung  sowohl  im  „normalen“ 
Farbton  als  auch  in  seiner  metachromatischen  Form  vor,  wobei 
letztere  durch  höhere  Konzentration,  höheres  pH,  Abkühlung  und 
in  extremen  Maße  durch  Zusatz  chromotroper  Substanz  begünstigt 
wird  und  umgekehrt.  Von  metachromatischer  Struktur  kann  nur 
gesprochen  werden,  wenn  die  Metachromasie  erst  in  der  Struktur 
selbst  entsteht  und  nicht  die  metachromatische  Modifikation  des 
Farbstoffes  aus  der  Lösung  angereichert  wird,  was  nach  Lison  z.  B. 
bei  Färbung  aus  relativ  konzentrierten  Toluidinblaulösungen  geschieht, 
während  bei  Färbung  aus  verdünnten  Lösungen,  bei  erniedrigtem 
pH  bzw.  bei  Einbettung  des  Präparates  in  Gummisirup  nach  Apathy 
nur  die  wirklich  metachromatischen  Substanzen  metachromatisch 
gefärbt  erscheinen.  In  diesem  Falle  soll  die  metachromatische  Fär- 
bung auch  geradezu  als  histochemischer  Nachweis  der  chromotropen 
Substanzen  verwertbar  sein.  Es  wäre  wünschenswert,  daß  diese 
Angaben  auch  von  anderer  Seite  grundsätzlich  für  die  metachro- 
matische Färbung  histologischer  Präparate  nachgeprüft  werden, 
zumal  die  Deutung  von  Möllendorffs  von  neueren  Untersuchern 
aus  physikalisch-chemischen  Erwägungen  heraus  recht  skeptisch 
beurteilt  wird  (vgl.  Zeiger  1935,  Spek  nach  schriftlicher  Mitteilung 
u.  a.). 

d)  Die  Färbung  mit  Beizenfarbstoffen : Die  Färbung  mit  den  soge- 
nannten Beizenfarbstoffen  soll  sich  nach  von  Möllendorff  und 
Tomita  (1925)  damit  erklären  lassen,  daß  Flockungsbereitschaft 
und  Diffusionsgeschwindigkeit  verschiedener  Farbstoffe  durch  Zusatz 
von  Beizen  wie  Eisenalaun,  Borax,  Aluminiumsulfat,  Chromalaun 
größer  werden,  wie  sich  vor  allem  bei  dem  von  Becher  als  Beizen- 
farbstoff eingeführten  Gailaminblau  zeigen  ließ.  Gallaminblau 
verhält  sich  in  wäßriger  Lösung  wie  ein  semikolloidaler,  saurer  Farb- 
stoff, nach  Zusatz  von  Chromalaun  wird  er  dagegen  wie  ein  basischer 
Farbstoff  flockbar  mit  Trypanblau,  Phosphormolybdänsäure  und 
Nucleinsäure;  außerdem  nimmt  seine  Diffusionsgeschwindigkeit  in 
10°/0iger  Gelatine  stark  zu.  Bei  der  Färbung  histologischer  Prä- 
parate aber  wird  nun  aus  der  reinen  Durchtränkungsfärbung  mit 
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der  wäßrigen  Farblösung  eine  reine  Niederschlagsfärbung  vor  allem 
an  den  Kernsubstanzen,  die  sogenannte  Kernechtfärbung  von  Becher 
mit  Chromalaun- Gailamin  (über  Verhalten  und  Ladung  von  Farb- 
stoffen nach  Zusatz  von  Beizen  vgl.  weiterhin  Seki).  Interessant 
sind  in  dieser  Hinsicht  vor  allem  die  verschiedenen,  rein  empirisch 
gewonnenen  Haematoxylin-  und  Carminlösungen.  In  einfacher 
Lösung  verhalten  sich  Carmin  und  Haematoxylin  wie  saure  Farbstoffe 
und  ergeben  z.  B.  keine  Kernfärbungen.  Durch  Zusatz  bestimmter 
Beizen  werden  sie  umgeladen  und  färben  nun  basophile  Strukturen 
mehr  oder  minder  elektiv.  Wir  verstehen  so  auch,  weshalb  wir 
Boraxcarminz.  B.  nicht  einfach  mit  Alkohol  oder  Wasser,  sondern  mit 
salzsaurem  Alkohol  differenzieren  müssen : erst  in  dieser  stark  sauren 
Lösung  wird  die  Carminsäure  zum  basischen  Kernfarbstoff  umgeladen. 

e)  Die  Bedeutung  des  Ladungsverhältnisses  zwischen  Farbstoff  und 
Substrat:  Nach  den  Versuchen  von  A.  Fischer,  von  Möllendorff 
u.  a.  schien  es,  als  ob  die  histologische  Färbung  nur  Aufschlüsse 
physikalischer  Art  hinsichtlich  der  Strukturdichte,  bei  der  Nieder- 
schlagsfärbung auch  bezüglich  der  Ladung  der  Strukturen  zu  liefern 
vermöchte.  Neuere  Untersuchungen  von  Pischinger,  Zeiger 
u.  a.  erwiesen  jedoch,  daß  die  histologische  Färbung  in  erster 
Linie  von  physikalisch-chemischen  Konstanten,  und 
zwar  besonders  von  einem  ,, günstigen  Ladungsverhält- 
nis zwischen  Farbstoff  und  Substrat“,  abhängt. 

Pischinger  (1926)  ging  aus  von  Versuchen  von  Spiro  und  Bethe, 
nach  denen  die  Anfärbung  von  Gelatine  bzw.  histologischen  Struk- 
turen mit  basischen  Farbstoffen  mit  zunehmender  basischer  Reak- 
tion stärker,  bei  saurer  dagegen  schwächer  wird.  Er  fand  sowohl  bei 
Adsorptions  versuchen  durch  Gelatine,  Hühner  ei  weiß,  Thymus  und 
Knorpel  als  auch  durch  histologische  Färbeversuche,  ,,daß  jedes  der 
untersuchten  Eiweißkolloide  und  Gewebe  bei  einer  ihm  eigentüm- 
lichen Wasserstoffionenkonzentration  einen  raschen  Verlust  des 
Farbbindungsvermögens  zeigt“.  Bei  dem  sauren  Farbstoff  Cyanol 
nimmt  das  Färbevermögen  sehr  rasch  oberhalb,  bei  dem  basischen 
Toluidinblau  hingegen  unterhalb  dieses  für  die  verschiedenen  Struk- 
turen bzw.  Substanzen  charakteristischen  pH-Wertes  ab.  „Der 
Reaktionsbereich,  in  dem  sich  diese  rasche  Abnahme  vollzieht, 
stimmt,  soweit  es  untersucht  werden  konnte,  mit  dem  Umschlags- 
bereiche in  der  kataphoretischen  Wanderungsrichtung  der  in  Frage 
stehenden  Substanzen  überein,  kann  also  mit  der  Lage  ihres  iso- 
elektrischen Punktes  in  Zusammenhang  gebracht  werden.“ 
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Bekanntlich  verlieren  viele  Kolloide  bei  einer  bestimmten  Wasser- 
stoffionenkonzentration ihre  elektrische  Ladung,  so  daß  zwischen 
den  Kolloidteilchen  und  dem  Dispersionsmittel  keine  Potential- 
differenz besteht.  Dementsprechend  flocken  viele  Kolloide,  wie  z.  B. 
Globulin,  in  dem  pH-Bereich,  in  dem  sie  isoelektrisch  werden,  aus, 
während  andere,  wie  z.  B.  Gelatine,  bei  isoelektrischer  Reaktion 
nur  ein  Minimum  der  Quellung,  der  Viscosität,  des  osmotischen 
Druckes  und  der  Leitfähigkeit,  sowie  maximale  Fällbarkeit,  z.  B. 
durch  Alkohol,  aufweisen.  Der  isoelektrische  Punkt  der  Kolloide 
läßt  sich  vor  allem  mit  Hilfe  der  Kataphorese  bestimmen,  denn  es 
findet  dann  im  elektrischen  Felde  keine  Wanderung  der  Kolloide 
statt.  Wird  dagegen  ausgehend  vom  isoelektrischen  Punkt  die 
Wasserstoff ionenkonzentration  nach  der  sauren  oder  der  basischen 
Seite  verschoben,  so  nehmen  viele  Kolloide  eine  entgegengesetzte, 
also  mehr  positive  oder  mehr  negative  Ladung  an  und  wandern  dem- 
entsprechend zum  negativen  bzw.  umgekehrt  zum  positiven  Pol. 
Nach  Pischin GER  wandern  Hühnereiweißteilchen  im  pH-Bereich 
von  7,0  — 4,2  zum  positiven  Pol,  bei  pH  = 3,3  aber  zur  negativen 
Elektrode.  Im  pH-Bereich  4,2  — 3,3  wird  das  Kolloid  also  um- 
geladen, und  dort  ist  der  isoelektrische  Punkt  zu  suchen.  Bei  alkohol- 
fixierten Thymuskernen  schlägt  die  Wanderungsrichtung  zwischen 
Ph  = 3,3  — 2,7  um.  Bei  Färbeversuchen  fällt  oberhalb  von  diesem 
pH-Bereich  das  Aufnahmevermögen  für  das  basische  Toluidinblau 
rasch  ab,  während  das  für  das  saure  Cyanol  zunimmt.  Die  Mengen 
absorbierten  Farbstoffes  waren  bei  ungünstigem  Ladungsverhältnis 
um  „mehr  als  50°/o  geringer  als  in  den  Außenlösungen;  es  müssen 
also  Kräfte  vorhanden  sein,  welche  den  Farbstoff  hindern,  mit  dem 
Quellungswasser  in  die  Gelatine  einzudringen“.  „Andererseits  wird 
bei  maximaler  Adsorption  100-  bzw.  200  mal  soviel  Farbstoff  in 
der  Yolumeneinheit  auf  genommen  als  bei  minimaler.“  Ganz  ent- 
sprechende Beobachtungen  ergaben  sich  bei  Färbung  histologischer 
Präparate  mit  Cyanol  und  Toluidinblau  aus  Lösungen  mit  ver- 
schiedenem pH. 

Nach  diesen  Versuchen  erscheint  die  Anfärbung  histologischer 
Strukturen  als  eine  polare  Adsorption  ungleich  gela- 
dener Teilchen.  Damit  ist  eine  einfache  Methode  gege- 
ben, den  isoelektrischen  Punkt  bzw.  die  Umladungs- 
bereiche histologischer  Strukturen  durch  Färbung  aus 
Lösungen  eines  basischen  und  eines  sauren  Farbstoffes 
mit  verschiedenem  pH  festzustellen. 
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Voraussetzung  ist  dabei,  daß  es  sich  um  Farbstoffe  von  reinem 
Elektrolytcharakter  handelt,  die  in  den  gepufferten  Farblösungen 
nicht  selbst  umgeladen  werden  können  bzw.  isoelektrisch  werden. 
Dies  gilt  nach  Bethe,  Pischenger,  Zeiger  u.  a.  zweifellos  für  To- 
luidinblau  als  basischen,  Cyanol  als  sauren  Farbstoff,  nach  Zeiger  auch 
für  Methylenblau  als  basischen,  Kristallponceau  als  sauren  Farbstoff. 

Nach  Ries  und  GIersch  zeigt  auch  Neutralrot  bis  auf  seine  leichte 
Flockbarkeit  oberhalb  von  pH7  eine  entsprechende  Eignung  für  die  Be- 
stimmung des  IEP  histologischer  Elemente,  während  unter  den  sauren 
Farbstoffen  Bleu  de  Lyon,  Säurefuchsin  und  Eosin  sich  als  ungeeig- 
neter erwiesen  (für  eingehendere  Versuchsreihen  über  Verhalten  und 
Ladungsänderungen  bei  Farbstoffen  vgl.  mehrere  Arbeiten  von  Seki). 

Nach  R.  Keller  sollen  jedoch  die  meisten  für  vitale  und  histologische 
Färbungen  benutzten  Farbstoffe  sehr  leicht  umladbar  sein  und  unter  den 
bei  der  Färbung  herrschenden  Bedingungen  eine  andere  kataphoretische 
Wanderungsrichtung  zeigen,  als  in  der  Literatur  durchweg  angenommen 
wird.  Nach  Kellers  Vorstellungen  wäre  z.  B.  Methylenblau  als  anodischer 
saurer  Farbstoff  anzusehen,  der  im  histologischen  Präparat  Anoden  darstellt. 
Keller  steht  grundsätzlich  auf  dem  Standpunkt,  daß  sich  die  Farbstoffe 
wie  auch  leicht  reduzierbare  Metallsalze  und  andere  Körper  sowohl  bei  vitaler 
als  auch  postvitaler  Anwendung  entsprechend  ihren  elektrischen  Eigen- 
schaften verteilen  und  daher  mehr  oder  minder  vorbehaltlos  als  Indikatoren 
von  Anoden  bzw.  Kathoden  in  den  Histosystemen  gedeutet  werden  können. 
Es  wäre  wünschenswert,  daß  die  Kellerschen  Angaben  über  die  Umladbar  - 
keit  der  Vitalfärber  und  h istologischen  Farbstoffe  unter  physiologischen 
Bedingungen,  also  z.  B.  in  Haemolymphe  oder  in  leicht  angesäuerter  oder 
alkalisierter  Lösung,  von  anderer  Seite  nachgeprüft  würden  (vgl.  auch  S.  40). 

Zusammenfassend  können  wir  feststellen,  daß  für  die  histologische 
Färbung  grundsätzlich  chemisch-physikalische  Konstanten  maß- 
geblich sind:  Dispersität  und  Ladung  des  Farbstoffes  einerseits, 
Strukturdichte  und  Ladung  des  Substrates  andererseits.  Besondere 
chemische  Affinitäten  spielen  wohl  nur  in  Ausnahmefällen  eine  Rolle. 
Es  ist  weiterhin  wahrscheinlich,  daß  die  Dispersität  sich  als  wesent- 
licher Faktor  erst  dann  auswirken  kann,  wenn  ein  günstiges  Ladungs- 
verhältnis eine  Adsorption  des  Farbstoffes  durch  das  Substrat 
ermöglicht. 

3.  Methoden  und  Möglichkeiten  der  histologischen  Färbung 

Histologische  Färbungen,  die  einigermaßen  als  mikrochemische  Reak- 
tionen gesichert  sind,  wie  z.  B.  die  Feulgenreaktion,  Fett-  und  Lipoidfärbe- 
methoden,  sollen  zusammen  mit  anderen  histoche mischen  Reaktionen  in 
Kap.  VI  behandelt  werden.  Hier  seien  nur  die  Ergebnisse  und  Auswertungs- 
möglichkeiten der  üblichen  histologischen  Techniken  besprochen. 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  7 ü 
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a)  Chromolyse : Als  extremer  Anhänger  der  „chemischen  Theorien“ 
über  die  histologische  Färbung  hat  P.  G.  Unna  seine  Verfahren  der 
Chromolyse  ausgearbeitet.  Ein  hitzefixierter  Ausstrich  bzw.  Gefrier- 
schnitt wird  mit  Methylgrün-Pyronin-Carbol  nach  Pappenheim- 
Unna  gefärbt.  Methylgrün  färbt  elektiv  das  Chromatin,  was  Unna 
als  eine  chemische  Reaktion  von  Nucleinsäure  mit  Methylgrün 
bewertet.  Pyronin  färbt  Plasma  und  Nucleolarsubstanz  rötlich. 
Der  Schnitt  wird  nun  im  1.  Chromolyseschritt  einer  12  ständigen 
Extraktion  mit  destilliertem  Wasser  „bei  Körperwärme“  unter- 
worfen: nun  färbt  sich  mit  Pyronin  nur  noch  das  Kernkörperchen, 
während  aus  dem  Plasma  ein  saures  Eiweiß,  die  „Cytose“,  die  vorher 
die  Pyroninreaktion  im  Plasma  ergab,  herausgelöst  wurde.  Dann 
wird  12  Stunden  lang  bei  Körperwärme  mit  2°/0iger  Kochsalzlösung 
extrahiert,  wobei  die  „Globuline  des  Kernkörperchens“  in  Lösung 
gehen  sollen,  so  daß  nun  auch  die  Pyroninreaktion  der  Nucleolar- 
substanz ausbleibt.  Durch  anschließende  Extraktion  mit  5%iger 
Salzsäure  (12  Stunden  lang  in  der  Kälte)  werden  endlich  auch  Nu- 
cleinsäure und  „alle  sauren  Eiweiße“  löslich,  worauf  auch  die  Methyl- 
grünfärbung versagt.  Trotzdem  läßt  sich  der  Schnitt  noch  mit 
Haematein-Alaun  anfärben,  was  nach  Unna  beweisen  soll,  daß  die  ba- 
sischen Eiweiße  aller  Strukturelemente  noch  zurückgeblieben  sind. 
Die  Doppelfärbung  Bordeaux-Haematein  -f-  Alaun  läßt  im  so  be- 
handelten Schnitt  nur  noch  das  haemateinblaue  „Mesoplastin“ 
und  das  bordeauxrote  Plastin  unterscheiden,  „wobei  im  Kernkörper- 
chen Inhalt  und  Randsaum“  verschieden  reagieren,  ebenso  wie  in 
der  schon  vorher  herausgelösten  „Oberschicht“.  Durch  6 ständige 
Extraktion  mit  15°/0iger  HCl  wird  das  basische  „Mesoplastin“  ent- 
fernt, und  es  bleibt  nur  noch  das  mit  Bordeaux  färbbare  „Plastin“ 
zurück. 

So  läßt  sich  nach  Unna  eine  schrittweise  „Abtragung“  der  Plasma- 
bestandteile färberisch  nachweisen.  Aus  den  vorstehenden  Ausfüh- 
rungen über  das  Wesen  der  histologischen  Färbung  ergibt  sich  ohne 
weiteres  die  Kritik  der  Chromolysetheorie.  Im  übrigen  macht  Unna 
seinen  Gegnern  den  Angriff  besonders  leicht,  da  seine  Schlußfolge- 
rungen über  Aufbau  und  Chemismus  der  histologischen  Strukturen 
recht  unkritisch  sind.  Trotzdem  wäre  wohl  eine  völlige  Ablehnung 
verfehlt,  da  das  Verfahren  der  Chromolyse  bei  kritischer,  moderner 
Ausdeutung  und  verfeinerter  Technik  sowie  vielleicht  in  Zusammen- 
hang mit  den  Untersuchungen  von  Gersh  und  Bensley  über  das 
Struktureiweiß  (vgl.  S.  162)  doch  tiefere  Einblicke  in  die  Zusammen- 
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Setzung  bzw.  Beeinflussung  histologischer  Strukturen  durch  Lösungs- 
mittel ergeben  könnte. 

Gänzlich  abzulehnen  sind  indessen  die  weitgehenden  Schluß- 
folgerungen U:nnas  aus  den  Färbungen  mit  Neutralviolett 
extra;  das  ist  ein  Gemisch  von  1 Teil  Neublau  (ein  basischer  Oxazin- 
farbstoff)  und  2 Teilen  Neutralrot.  Dieses  Gemisch  soll  simultane 
Doppel-  bis  Dreifachfärbungen  liefern,  in  denen  reduzierende  saure 
Gewebeeiweiße  blau,  oxydierende  saure  rot  und  Gewebsbestandteile, 
die  beide  Funktionen  vereinen,  violett  gefärbt  erscheinen.  Im  all- 
gemeinen soll  die  blaue  Färbung  den  durch  die  Permanganatmethode 
aufgezeigten  Reduktionsorten,  die  rote  den  durch  Rongalitweiß 
nachweisbaren  Sauerstoffssorten  entsprechen. 

b)  Untersuchungen  über  Porenaröße : Die  Analyse  der  Struktur- 
dichte  von  Histosystemen  ist  mit  Hilfe  histologischer  Färbungen 
bisher  relativ  wenig  durchgeführt  worden.  Nach  Pischinger  ist  sie 
auch  nur  dann  möglich,  wenn  durch  ein  günstiges  Ladungsverhältnis 
zwischen  Farbstoff  und  Substrat  die  Farbstoffadsorption  gewähr- 
leistet ist.  Aus  dem  Ausbleiben  der  Färbung  folgt  also  nicht  ohne  wei- 
teres, daß  das  Substrat  zu  dicht  für  das  Eindringen  der  betreffenden 
Farbstoffteilchen  sei. 

Konsequent  hat  bisher  vor  allem  H.  Dietzel  (1934)  in  einer  Arbeit 
über  die  ,, Porengröße“  des  Tektins  Anfärbungen  mit  Farbstoffen 
bzw.  kolloiden  Metallösungen  verschiedener  Teilchengröße  zur 
Analyse  der  Strukturdichte  benutzt.  Bresslau  hatte  entdeckt,  daß 
die  von  verschiedenen  Ciliaten  auf  Beize  ausgeschiedenen,  als  Tektin 
bezeichneten,  stark  quellbaren,  gallertigen  Substanzen  sich  mit 
verschiedenen  basischen  Farbstoffen  diffus  durchfärben  lassen, 
während  sie  bei  Zusatz  von  chinesischer  Tusche  nur  durch  ober- 
flächliche Ausflockung  der  mikroskopischen  Tuscheteilchen  als  ein 
Konvolut  zahlreicher  verbackener  Tektinstäbchen  erscheinen.  Da 
es  nun  möglich  ist,  homodisperse,  d.  h.  nur  Teilchen  derselben  Größe 
enthaltende  Goldsole  herzustellen,  und  man  die  Teilchengröße 
leicht  variieren  kann,  benutzte  Dietzel  diese  homodispersen  Gold- 
sole zur  Bestimmung  der  Porengröße  der  Tektinstäbchen. 

Wegen  der  Herstellung  dieser  homodispersen  ungeschützten  Hy- 
droxylamingoldsole nach  Reitstötter  und  der  Berechnung  der 
Teilchengröße  mit  Hilfe  des  Ultramikroskopes  sei  auf  die  Arbeit 
selbst  verwiesen.  Das  Verfahren  erfordert  viel  Vorarbeit  und  weit- 
gehende Vertrautheit  mit  der  Kolloidchemie.  Mir  scheint  aber,  daß 
die  unter  Bresslau  durchgeführte  Untersuchung  von  Dietzel 
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eine  Reihe  von  Möglichkeiten  erschließt  und  weitgehende  Bedeutung 
besitzt.  Bei  den  Tektinstäbchen  war  jedenfalls  mit  befriedigender 
Übereinstimmung  festzustellen,  daß  alle  homodispersen  Goldsole, 
deren  Teilchen  kleiner  als  50  pp  waren,  in  die  Tektinstäbchen  ein- 
drangen, während  solche  von  höherer  Teilchengröße  sowie  die  mit 
Schutzkolloid  (Agar)  versehenen  sich  auf  der  Oberfläche  nieder- 
schlugen. Wir  können  uns  die  Tektinstäbchen  also  wohl  als  Ultra- 
filter vorstellen,  deren  Poren  nur  Teilchen  unter  50  /u/li  passieren 
lassen. 

Genauere  Schätzungen  der  Strukturdichte  auf  Grund  der  Ergeb- 
nisse der  gewöhnlichen  histologischen  Färbungen  hegen  bisher 
kaum  vor,  auch  schwankt  bei  den  meisten  Farbstoff lösungen  die 
Teilchengröße  viel  zu  sehr.  Gelegentlich  finden  sich  jedoch  Angaben 
über  die  relative  Strukturdichte  im  Vergleich  mit  anderen  Strukturen. 
Nach  den  bisherigen  Erfahrungen  dürfte  das  Heidenhainsche 
Eisenhaematoxylin  wohl  der  geeignetste  Indikator  für  die  rela- 
tive Strukturdichte  sein,  zumal  sich  fast  alle  Strukturen  damit  anfärben 
lassen.  Auch  scheint  der  Farblack  bei  der  nachfolgenden  Differen- 
zierung in  Eisenalaun  weniger  entsprechend  der  ,,Basophilie“  bzw. 
Negativität  (wie  beim  Haemalaun  und  anderen  Haematoxylinge- 
mischen)  aus  den  Substraten  auszuziehen,  sondern  mehr  entsprechend 
der  verschiedenen  Struktur  dichte.  So  hat  auch  Zeiger  (1936)  die 
Veränderungen  der  Strukturdichte  in  verhornenden  Epithelien  mit 
Hilfe  der  Eisenhaematoxylinfärbung  nach  Heidenhain  untersucht. 

c)  Bestimmung  des  IEP : Ein  fruchtbares  Arbeitsgebiet  hat  be- 
sonders die  von  Pischinger  ausgearbeitete  Methode  der  Be- 
stimmung der  Umladungsbereiche  histologischer  Struk- 
turen erschlossen  (s.  S.  103  und  Abb.  21 — 25).  So  können  nicht  nur 
die  isoelektrischen  Punkte  verschiedener  Histosysteme  leicht  und  zu- 
verlässig festgestellt  werden,  sondern  auch  ihre  Verschiebung  unter  der 
Einwirkung  von  Fixierungsgemischen  (vgl.  Zeiger  1930),  was  gewisse 
Rückschlüsse  auf  die  bei  der  Fixierung  eintretenden  Prozesse  zuläßt. 
Pischinger  selbst  erörterte  schon  die  Frage,  ob  sich  mit  seiner 
Methode  auch  einigermaßen  natürliche  Werte  ermitteln  lassen.  „Es 
ist  zu  bedenken,  daß  die  Eiweißkörper  unserer  Versuche  in  denatu- 
riertem Zustande  Vorgelegen  haben,  und  daß  sich  daher  die  Erfahrun- 
gen an  diesen  nicht  ohne  weiteres  auf  frisches  Gewebe  übertragen 
lassen.  Doch  ist  nicht  anzunehmen,  daß  durch  eine  Präparation 
der  Substanzen  und  Gewebe,  unter  Vermeidung  von  differenten 
Flüssigkeiten,  so  große  Änderungen  in  der  Lage  des  iso elektrischen 
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a)  b) 

Abb.  21.  Histologische  Färbung  mit  nicht  umladbaren  sauren  und  basischen 
Farbstoffen  aus  Lösungen  bestimmten  Säuregrades.  Zahnfleisch,  Hutaffe. 
Fixation:  Formalin,  Paraffinschnitt.  — ■ a ) Färbung  mit  m/200  Methylenblau 
von  pg  = 3,95;  b)  Färbung  mit  m/200  Ponceau  von  pg  = 3,95.  Das  Fär- 
bungsbild mit  dem  sauren  Farbstoff  erscheint  wie  das  Negativ  zu  dem 
Methylenblaubild.  — Nach  Zeiger  (1936). 


a)  b) 

Abb.  22.  Abhängigkeit  der  histologischen  Färbung  vom  pg  der  Lösung. 
Harter  Gaumen,  Hutaffe.  Fixation:  Alkohol,  Gefrierschnitt.  — a)  Färbung 
mit  m/200  Ponceau  von  pg  = 3,95;  b)  mit  m/200  Ponceau  von  pg  = 5,02.  — 
Nach  Zeiger  (1936). 
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Abb.  23.  Das  ,, Ladungsmosaik“  der  Epidermis  auf  Grund  der  Färbung  mit 
acidimetrisch  abgestuften  Lösungen  nicht  umladbarer  saurer  und  basischer 
Farbstoffe.  Haut,  Hutaffe.  Fixation:  Formalin,  Gefrierschnitt. — a)  Färbung 
mit  m/200  Methylenblau  von  pH  = 2,97.  Epidermis  nur  in  den  untersten 
Schichten  des  Stratum  germinativum  angefärbt,  sonst  farblos;  b ) Färbung 
mit  m/200  Methylenblau  von  pH  = 3,95.  Nur  das  Stratum  lucidum  und  seine 
Grenzschichten,  sowie  die  obersten  Lagen  der  Hornschicht  sind  noch  unge- 
färbt; c)  Färbung  mit  m/200  Ponceau  von  pH  = 3,95.  Kontrastbild  zu  b; 
d)  Färbung  mit  m/200  Ponceau  von  pH  = 5,02  Stratum  germinativum  und 
lucidum  ungefärbt.  Basale  Zellschicht  des  Stratum  germinativum  durch 
Pigmentgehalt  markiert.  Kontrastbild  zu  a.  — Nach  Zeiger  (1935). 


3.  Methoden  und  Möglichkeiten  der  histologischen  Färbung  111 

Punktes  hervorgerufen  werden,  als  daß  man  nicht  wenigstens  das 
zur  Geltung  bringen  könnte,  was  Nissl  mit  dem  Begriff  des  Äqui- 
valentbildes zum  Ausdruck  brachte;  denn  es  ist  unwahrscheinlich, 
daß  die  relative  Lage  der  Umladungspunkte  verschiedener  Gewebe 
zueinander  durch  die  angewandte  Technik  wesentlich  verschoben 


Abb.  24.  Histologische  Färbung  mit  gepufferten  Farblösungen.  — Ei  mit 
Furchungskernen  von  der  Rinderlaus  Haematopinus  eurysternus.  Fixation 
nach  Petrtjnkewitsch . Gefärbt  mit  Toluidinblau  1 : 1000  in  Citratpufifer- 
gemisch  DAB  6 (Schering  und  Kahlbaum)  von  pH  4.  Elektive  Färbung 
der  Kerne  und  der  Symbionten  (dunkler  Fleck  am  unteren  Eipol).  Kittmasse 
an  Haar  und  Eischale  ungefärbt;  b)  dieselbe  Technik.  Keimstreif.  — Orig. 


wurde.“  Speziell  mit  dieser  Frage  haben  Ries  und  Gersch  sich 
näher  auseinandergesetzt  und  bei  frühen  Embryonalstadien  von 
Ajplysia  zeigen  können,  daß  es  unmöglich  ist,  aus  der  Lage  des  IEP 
fixierter  Histosysteme  irgendwie  auf  die  Wasserstoff ionenkonzen- 
tration  und  damit  auf  die  Vitalfärbbarkeit  lebender  Histosysteme 
zu  schließen.  So  besitzt  der  animale  Eipol  bzw.  die  vom  animalen 
Plasma  sich  ableitenden  Zellen  im  Leben  ein  pH,  das  etwas  unter  8 
liegt,  nach  Fixierung  in  Alkohol  wies  dies  Material  einen  IEP  bei 
pH  4,5,  nach  Austrocknen  unter  Erwärmung  bei  pH  3 ■ — 4,5  auf. 


112  Die  histologische  Färbung  als  histophysiologische  Methode 


Das  vegetative  Material  besitzt  dagegen  ein  pH  von  etwa  6,3,  und  sein 
IEP  behält  auch  nach  der  Fixierung  einen  entsprechenden  Wert. 
Dementsprechend  verhält  sich  die  lebende  Zelle  gegenüber  basischen 
und  sauren  Farbstoffen  gerade  umgekehrt  wie  die  fixierte.  Außerdem 
verschiebt  die  Fixierung  in  einer  so  „indifferenten“  Flüssigkeit  wie 
Alkohol  (der  nach  Heidenhain  u.  a.  „die  natürliche  Färbbarkeit 


Abb.  25.  Plasmadifferenzierung  während  der  Embryonalentwicklung  von 
Aplysia  depilans,  nachgewiesen  durch  die  Färbung  mit  gepufferten  Farb- 
lösungen. — a)  Reife  Eizelle.  Animales  Polplasma  kräftig  gefärbt,  vegetatives 
Material  ungefärbt.  0,01%  Toluidinblau  bei  pH  4,49;  b)  Furchungsstadium 
Ungleiche  Anfärbung  des  Plasmas  verschiedener  Zellen  (die  unten  liegende 
Makromere  z.  B.  bis  auf  ihren  Kern  ganz  ungefärbt).  Kernfärbung.  Toluidin- 
blau 0,01%  bei  Ph  4,87.  Fixation:  Antrocknenlassen  unter  Erwärmen. 
Die  Färbung  mit  basischen  Farbstoffen  kann  durch  Phosphormolybdänsäure 
fixiert  werden.  — Nach  Ries  und  Ger  sch  1936. 

der  Gewebe“,  die  „wahrscheinlich  annähernd  mit  der  genuinen 
Reaktionsfähigkeit  der  Eiweißkörper  [genuine  oder  natürliche 
Basen-  und  Säurekapazität]  zusammenfällt“)  den  IEP  in  spezifisch 
anderer  Weise  als  die  einfache  Hitzefixierung.  So  bewirkt 
Alkoholfixierung  nicht  nur  eine  relativ  stärkere  Verschiebung  des 
IEP  aller  Histosysteme  als  die  Hitzefixierung,  sondern  Alkohol 
verlagert  auch  den  IEP  des  Ergastoplasmas  in  spezifisch  anderer 
Weise  als  den  des  Chromatins,  während  die  Eiweißdotterschollen 
in  dieser  Hinsicht  durch  beide  Fixierungsarten  nicht  wesentlich 
verändert  werden. 
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Kapitel  V 

Fixation 
1.  Allgemeines 

Die  Fixation  von  Zellen  und  Geweben  dient  dazu,  sie  aus  ihrer 
leicht  veränderlichen  Beschaffenheit,  die  sie  im  Leben  besitzen, 
in  einen  widerstandsfähigeren  Zustand  zu  versetzen,  wobei  nach 
Möglichkeit  ein  strukturtreues  erstarrtes  Momentbild  des 
Zustandes  im  Augenblick  der  Fixierung  angestrebt  wird.  Gleich- 
zeitig soll  die  Substanz  gegen  die  verschiedenen  Solventien  unlöslich 
gemacht  und  außerdem  meistens  eine  möglichst  differente  histo- 
logische Färbbarkeit  erreicht  werden.  Da  hinsichtlich  der  Struktur- 
bildung zweifellos  Eiweißstoffe  die  wesentlichsten  Substanzen  leben- 
der Systeme  stellen,  beruht  die  Fixierung  vor  allem  auf  einer  Erhal- 
tung dieser  Eiweißkörper,  möglichst  mit  allen  ihren  mikroskopischen 
Strukturen.  Meistens  ist  dies  aber  nur  durch  ihre  Fällung  möglich, 
und  so  bilden  eiweißfällende  Substanzen  das  Hauptkontingent 
von  Fixierungsmitteln.  Daneben  aber  spielen  Fette  und  Lipoide 
stets  eine  bedeutsame  Bolle  im  Plasma,  und  daher  sollte  eine  mög- 
lichst „naturgetreue“  Fixierung  auch  diese  Substanzen  so  erfassen, 
daß  sie  in  ihrer  besonderen  komplexen  Bindung  an  die  Eiweißkörper 
bzw.  in  ihrer  feinsten  Verteilung  erhalten  bleiben  und  gegen  Fett- 
lösungsmittel widerstandsfähig  werden.  Eine  ideale  Fixierung 
würde  alle  verschiedenartigen  Substanzen  des  lebenden  Systems 
bis  in  ihre  Ultrastruktur  hinein  erhalten.  Sie  wird  aber  bei  der  außer- 
ordentlichen Veränderlichkeit  der  Kolloide  gerade  gegenüber  den 
in  der  histologischen  Technik  verwendeten  Mitteln  und  vor  allem 
auch  bei  dem  außerordentlich  komplexen  Aufbau  der  lebenden  Sy- 
steme stets  eine  Utopie  bleiben  müssen.  Daher  strebt  die  Fixierung 
Äquivalentbilder  (Nissl)  an,  d.  h.  sie  verzichtet  von  vornherein 
auf  eine  Fixierung  des  „Zustandes  der  lebenden  Zelle“  und  schafft 
einen  neuen  Zustand,  aus  dem  Schlüsse  auf  das  lebende  System 
gezogen  werden  können.  Der  Begriff  des  Äquivalentbildes  schließt 
ein,  daß  aus  Veränderungen  in  histologischen  Präparaten  (gleich- 
artige Behandlungstechnik  vorausgesetzt)  auf  Veränderungen  im 
lebenden  System  geschlossen  werden  kann.  Er  besagt  dagegen  in 
seiner  ursprünglich  von  Nissl  für  Nervenzellenäquivalente  gegebenen 
Fassung  nicht,  daß  aus  Unterschieden  im  histologischen  Präparat 
ohne  weiteres  auf  völlig  entsprechende  Unterschiede  im  lebenden 
System  geschlossen  werden  könnte. 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II 
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Die  histologischen  Fixierungstechniken  haben  sich  ganz  allmählich 
aus  älteren  anatomischen  Verfahren,  Gewebe  zu  gerben  und  zu 
härten,  bzw.  auch  zu  konservieren,  ergeben.  Es  gibt  daher  keine 
eigentliche  Geburtsstunde  der  Technik  des  histologischen  Fixierens. 
So  kam  auch  ,,das  Wort  , Fixation4  in  den  Achtziger  Jahren  des 
vorigen  Jahrhunderts  ganz  unbemerkt  auf4 4 (von  Tellyesniczky). 

Schon  die  älteren  Anatomen  haben  vielfach  mit  denselben  Mitteln 
„fixiert44,  die  wir  heute  verwenden.  Nur  bei  wenigen  unserer  gebräuch- 
lichsten Fixierungsmittel  läßt  sich  ihre  Einführung  nachweisen: 
so  z.  B.  die  des  Formalins  durch  F.  Blum  um  1890  (vgl.  den  Artikel 
von  F.  Blum  in  B.  Krauses  Enzyklopädie  der  mikroskopischen 
Technik).  Vor  allem  wurde  zunächst  Essigsäure  angewandt,  weil  sie 
in  geringen  Konzentrationen  schon  relativ  starke  Kernfällung,  im 
Plasma  hingegen  Quellung  und  damit  Aufhellung  bewirkt,  so  daß 
die  Kerne  also  viel  deutlicher  sichtbar  werden.  Alkohol  war  schon 
lange  vor  dem  Aufkommen  der  histologischen  Technik  als  Konser- 
vierungsmittel bekannt. 

Einen  besonderen  Aufschwung  nahm  die  Technik  der  Fixierung 
natürlich,  als  in  den  sechziger  Jahren  des  vorigen  Jahrhunderts  die 
Schneide-  und  Färbetechnik  sich  mehr  und  mehr  entwickelte.  Dieser 
Periode  verdanken  wir  vor  allem  eine  große  Zahl  verschiedenartig 
wirkender  Fixierungsgemische,  die  noch  heute  zum  eisernen  Bestand 
jedes  biologischen  Laboratoriums  gehören. 

So  groß  nun  die  Zahl  spezieller  Fixierungsgemische  und  der  An- 
leitungen zu  ihrer  Anwendung  ist,  so  wenig  sind  wir  bisher  im  all- 
gemeinen über  das  Wesen  ihrer  Wirkungsweise  unterrichtet. 
Bei  den  meisten  Fixierungs verfahren  handelt  es  sich  um  empirisch 
gewonnene  „Rezepte“:  durch  Ausprobieren  wurde  festgestellt,  welche 
Kombination  von  Substanzen  für  einen  bestimmten  Zweck  die  besten 
Resultate  gab.  Daher  fehlen  ausgedehntere  moderne  Versuchsreihen 
über  die  Grundlagen  der  Wirkungsweise  unserer  Fixationsmittel 
fast  vollständig. 

Systematische  Versuche  über  die  Fällung  verschiedener  Eiweiß- 
körper durch  verschiedene  Fixierungsmittel  und  die  Löslichkeit 
des  Niederschlages  stellte  Fischer  (1899)  an.  Er  kam  auf  Grund 
dieser  Versuche  zu  einer  recht  skeptischen  Auffassung  bezüglich  der 
„Naturtreue44  vieler  Granulationen  und  Fibrillen  in  fixierten  Präpa- 
raten, da  es  je  nach  dem  Ausgangsmaterial,  dem  Fixierer  und  auch 
je  nach  der  Konzentration  beider  möglich  war,  die  verschiedensten 
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^Strukturen“  aus  homogenen  Lösungen  auszufällen.  Fischer 
unterscheidet  geradezu  zwischen  „Granulabildnern“  und  „Gerinnsel- 
bildnern“ unter  den  Eiweißkörpern. 

Tellyesniczky  (1926)  betrachtet  die  Wirkung  bestimmter 
Fixationsmittel  und  ihrer  Kombinationen  lediglich  auf  Grund  von 
Messungen  der  Quellungs-,  Entquellungs-  und  vor  allem  der  ver- 
schiedenen Strukturbilder  im  fertigen  Präparat  an  Spermiogonien  des 
Salamanderhodens . 

G.  C.  Heringa  verzichtet  von  vornherein  auf  eine  tiefere  Analyse 
der  Fixationserscheinungen  und  gibt  dafür  in  T.  Petereis  Methodik 


a)  b) 

Abb.  26.  Die  Mengenverhältnisse  von  Wasser,  Eiweiß-  und  Fettsubstanzen 
der  Pankreaszellen.  — a)  Aus  dem  frischen  Organ  sind  etwa  25%  der  Trocken- 
substanz mit  Alkohol-Äther- Aceton  zu  extrahieren;  b)  Die  Trockensubstanz 
wurde  durch  Trocknen  der  Organe  im  Vakuum  über  Phosphorpentoxyd 
bestimmt,  sie  beträgt  etwa  25%  (zwischen  19,8  bis  28,5).  Von  dieser  Trocken- 
substanz sind  etwa  20 — 25%  durch  Alkohol-Äther-Aceton  extrahierbar. 
In  dem  Extrakt  wurden  die  höheren  Fettsäuren  auf  titrimetrischem  Wege 
bestimmt.  Danach  wechselt  der  Gehalt  an  „Fett“  von  etwa  4 — 12%  der 
Trockensubstanz  je  nach  dem  Arbeitsstadium  (Fettsäuren  bzw.  Cholesterin, 
für  Neutralfette  ist  diese  Zahl  noch  mit  1,046  zu  multiplizieren).  — Orig, 
nach  Untersuchungen  von  Schütte  und  Ries. 

der  wissenschaftlichen  Biologie  eine  Einteilung  der  Fixations- 
mittel, der  nach  eigener  Aussage  „jede  exakt  wissenschaftliche 
Grundlage  fehlt“,  und  die  nur  der  Übersichtlichkeit  dienen  soll : a)  For- 
mol,  b)  Alkohol,  c)  Schwermetalle,  d)  Säuren,  e)  Spezialfixier  mittel. 

Einleitend  wurde  schon  auseinandergesetzt,  daß  die  Haupt- 
schwierigkeit der  Fixation  1.  in  der  kolloiden  Beschaffenheit  der 
lebenden  Substanz  und  2.  in  ihrer  besonderen  Zusammensetzung  aus 
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Fettsubstanzen  (im  weitesten  Sinne)  und  Eiweißen  besteht  (vgl. 
Abb.  26).  So  enthält  z.  B.  das  Pankreas  nach  noch  unveröffentlichten 
Versuchen  von  Schütte  und  Ries  etwa  75%  Wasser.  Von  der 
Trockensubstanz  sind  etwa  4— 12%  Fett  (höhere  Fettsäuren  und 
Cholesterin),  und  der  Stickstoff gehalt  beträgt  auf  Grund  der  Be- 


tt) b) 

Abb.  27.  Die  Wirkung  verschiedener  Fixiergemische  auf  Pankreaszellen  der 
weißen  Maus.  — a)  Sehr  gute  Strukturerhaltung  und  geringe  Schrumpfung 
durch  kombinierte  Wirkung  von  Kaliumbichromat,  Chromsäure  und  Osmium- 
säure (etwas  modifiziertes  Gemisch  nach  Champy).  Deutlich  erkennbar  die 
Proenzymgranula  und  Mitochondrien,  relativ  schlecht  würden  dagegen  die 
Kernstrukturen  dargestellt,  b)  Fixierungsartefakte  durch  kräftige  Eiweiß - 
fällung  (Fixierungsgemisch  nach  Bouin:  Pikrinsäure,  Formol,  Eisessig). 
Stärkere  Schrumpfung.  Weder  Mitochondrien  noch  Proenzymgranula 
blieben  erhalten.  Relativ  bessere  Darstellung  der  Kernstrukturen.  Nach 
der  Fixation  wurden  beide  Präparate  identisch  behandelt  (Färbung  mit 
Eisenhaematoxylin  nach  Heidenhain).  — Orig. 

Stimmung  nach  Kjeldahl  12- — 13%.  Von  Mineralstoffen  und  ande- 
ren Substanzen  dürften  im  allgemeinen  wohl  nicht  mehr  als  2% 
vorhanden  sein. 

Je  nach  ihrer  Wirkungsweise  hinsichtlich  einer  möglichst  weit- 
gehenden und  natürlichen  Erhaltung  der  kolloiden  Strukturen,  was 
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gleichbedeutend  ist  mit  einer  möglichst  vollständigen  Konservierung 
der  Fette  und  Lipoide,  oder  aber  in  bezug  auf  eine  irreversible  Fällung 
der  Eiweißsubstanzen  ohne  Rücksicht  auf  Lipoide  und  den  kolloiden 
Zustand  in  der  lebenden  Zelle  lassen  sich  zwei  Gruppen  von  Fixations- 
mitteln unterscheiden  (vgl.  Abb.  27a  u.  b). 

2.  Stark  eiweißfällende  Mittel 

Die  Wirkung  des  Alkohols  auf  die  Gewebe  ist  besonders  gut 
bekannt.  Er  wirkt  in  höherer  Konzentration  auf  Eiweißkolloide 
stark  fällend,  da  er  wahrscheinlich  durch  seinen  Wasserentzug 
den  Wassermantel  der  hydrophilen  Eiweißkolloide  an  sich  reißt. 
Dementsprechend  ruft  er  im  allgemeinen  auch  starke  Schrump- 
fungen und  infolge  seiner  groben  Fällungsweise  leicht  Fixierungs- 
artefakte hervor.  Fette  und  Lipoide  bleiben  nicht  erhalten,  sondern 
werden  im  Gegenteil  ,, entmischt“  und  teilweise  schon  während  der 
Fixation  gelöst.  Trotzdem  findet  Alkohol  vielfach  dort  Anwendung, 
wo  eine  besonders  differente  Färbbarkeit  der  Gewebe  angestrebt 
wird  (s.  auch  S.  112).  Im  allgemeinen  besteht  nämlich  die  Anschau- 
ung, daß  Alkohol  den  IEP  der  Gewebskolloide  wenig  verändere,  da 
er  die  Eiweißteilchen  j?ohne  Adsorption  fremder  Ionen  koaguliert, 
wobei  ihre  natürliche  Säuren-  und  Basenkapazität  einigermaßen 
erhalten  bleibt“  (Zeiger  1935).  Jedoch  vermag  auch  die  Fixierung 
mit  dem  ,, chemisch  verhältnismäßig  indifferenten  Alkohol“  nur 
Äquivalentwerte  zu  liefern,  denn  Yasuzumi  wies  nach,  daß  der  IEP 
der  Kaninchenerythrocyten  im  Leben  bei  pH  4,6,  im  alkoholfixierten 
Zustand  bei  pH  6,7  liegen  soll;  Ries  und  Gersch  zeigten,  daß  das 
„Ladungsmosaik“  alkoholfixierter  ^p^sm-Furchungszellen  nicht  mit 
dem  hitzefixierter  übereinstimmt  und  außerdem  keinerlei  Beziehung 
zum  pH  der  Phasen  im  lebenden  System  erkennen  läßt. 

Da  Alkohol  chemisch  sehr  indifferent  ist  und  außerdem  im  allge- 
meinen die  Färbbarkeit  der  Gewebe  nicht  beeinträchtigt,  wird  er  als 
Fixierungsmittel  vor  allem  dann  angewendet,  wenn  es  sich  weniger 
darum  handelt,  gute  histologische  und  cytologische  Strukturbilder  zu 
erlangen,  sondern  wenn  aus  irgendeinem  Grunde  gegensätzlich  färb- 
bare Übersichtspräparate  erwünscht  sind,  oder  besonders  zum  Nach- 
weis bestimmter  Zelleinlagerungen  (Tigroid,  Ergastoplasma,  Schleim, 
bestimmte  Zellgranulationen,  Glycogen,  Eisenablagerungen). 

Sehr  ausführlich  setzt  sich  von  Tellyesniczk y mit  den  durch  die 
schrumpfende  Wirkung  des  Alkohols  entstehenden  Fixierungs- 
artefakten auseinander,  zumal  seinerzeit  Schaffer  den  Diffusions- 
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druck  mit  einer  Flüssigkeitsströmung  verwechselte:  Bei  Alkohol- 
fixation schrumpfen  die  Eiweißkörper  vielfach  „infolge  der  einseitigen 
von  der  Peripherie  des  Schnittes  beginnenden  Diffusion  des  Alkohols  auf 
einer  Seite  zusammen“,  wobei  auch  der  Zellkern  verlagert  werden  kann. 

Ganz  ähnlich  wie  Alkohol  wirkt  in  vielen  Punkten  Aceton. 
Doch  schrumpft  das  Gewebe  in  reinem  Aceton  wohl  noch  stärker. 

Von  Säuren  wird  Essigsäure  am  meisten  verwendet,  wenn  auch 
vielfach  hauptsächlich  zur  Ansäuerung  von  Fixierungsgemischen.  Sie 
wirkt  sehr  unterschiedlich  je  nach  ihrer  Konzentration  und  auf 
verschiedene  Eiweiße.  In  schwächeren  Konzentrationen  ruft  sie  nur 
im  Zellkern  Fällungen  hervor,  die  unter  Umständen  reversibel  sein 
können  (van  Herwerden,  Zeiger),  während  die  Eiweißkörper  im 
Plasma  oft  aufquellen  und  zum  Teil  in  Lösung  gehen.  Erst  in  stär- 
keren Konzentrationen  erfolgen  Koagulationen  im  Plasma,  die  allein 
meist  jedoch  nicht  zur  Fixierung  ausreichen.  Bekannt  ist  die  mace- 
rierende  Wirkung  verdünnter  Essigsäure,  die  wohl  auf  ihrer  quellen- 
den und  lösenden  Wirkung  auf  verschiedene  Eiweißkörper  beruht. 
So  lassen  sich  z.  B.  bei  Hydra  mit  1 — 2°/0iger  Essigsäure  nach  wenigen 
Minuten  sehr  brauchbare  Zellisolationspräparate  herstellen,  zumal 
auch  die  Zellkerne  infolge  des  verschiedenen  Einflusses  auf  Kern  und 
Plasma  sich  durch  ihre  stärkere  Lichtbrechung  deutlich  von  dem 
helleren  Plasma  abheben.  Ähnlich  wirkt  bekanntlich  verdünnter 
Alkohol,  weshalb  der  sog.  Drittelalkohol  (etwa  30°/oiger  Äthyl- 
alkohol) in  der  älteren  Histologie  als  schonendes  Macerationsmittel 
eine  besondere  Rolle  spielte.  Eingehendere  Untersuchungen  vom 
histologischen  Standpunkt  über  das  eigenartige  Verhalten  der  Essig- 
säure sind  mir  nicht  bekannt,  und  auf  die  teilweise  sehr  ausführlichen 
Untersuchungen  über  das  Verhalten  bestimmter  Fixierungsmittel 
gegen  einzelne  Eiweißkörper  sowie  über  die  Löslichkeit  und  Struktur 
der  Fällungsprodukte  kann  hier  nicht  eingegangen  werden  (vgl.  dazu 
vor  allem  verschiedene  Artikel  in  R.  Krauses  Enzyklopädie  der 
mikr.  Technik). 

In  Fixierungsgemischen  beruht  die  Bedeutung  der  Essigsäure 
wohl  vielfach  lediglich  auf  der  ansäuernden  Wirkung.  Hydrophile 
Kolloide  und  damit  auch  die  Eiweißkörper  weisen  im  isoelektrischen 
Bereich  ein  Minimum  an  Quellbarkeit  und  ein  Maximum  an  Fällbar- 
keit auf.  Durch  Zusätze  von  Essigsäure  erreichen  manche  Fixierungs- 
gemische einen  Säuregrad,  bei  dem  viele  histologische  Substrate  etwa 
isoelektrisch  werden,  so  daß  auf  sie  nun  die  anderen  Bestandteile 
des  Gemisches  eine  besonders  kräftige  Wirkung  ausüben  können. 
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In  manchen  Punkten  wirkt  die  vielfach  angewandte  Pikrinsäure 
ähnlich.  Ihr  Fällungsprodukt  mit  Eiweißstoffen  bleibt  überwiegend 
wasserlöslich,  weswegen  Pikrinsäure  meist  kombiniert  mit  anderen 
Fixierern  angewendet  und  gewöhnlich  in  Alkohol  „ausgewaschen“  wird . 

Hinsichtlich  der  Wirkungs-  und  Anwendungsweise  von  Trichlor- 
essigsäure,  Salpetersäure  u.  a.  sei  auf  die  einschlägigen  Artikel 
in  verschiedenen  Handbüchern  und  mikroskopischen  Techniken  hin- 
gewiesen. 

Von  Schwermetallsalzen  findet  vor  allem  Sublimat,  das  schon 
1810  von  Keuffel  als  Konservierungsmittel  benutzt  wurde,  in  zahl- 
reichen Fixierungsgemischen  Verwendung  (vgl.  Spuleb  in  R.  Krause 
1926).  Es  fällt  sehr  kräftig  und  rasch  Eiweißsubstanzen,  doch  ist  das 
Fällungsprodukt  teilweise  wasserlöslich.  Im  allgemeinen  wird  eine 
chemische  Verbindung  der  Gewebseiweiße  mit  Sublimat  angenommen, 
wobei  die  Löslichkeit  dieser  Verbindungen  mit  dem  Chlornatrium- 
Sublimatdoppelsalz  anders  ist  als  die  mit  Sublimat  allein.  Nach 
A.  Fischeb  sind  die  Fällungen  von  Nucleinsäure,  Serumalbumin 
und  Deuteroalbumose  mit  Sublimat  wasserunlöslich,  während  der 
Niederschlag  von  Sublimateiweiß,  der  bei  Zusatz  von  Sublimat- 
lösung in  einer  klaren  filtrierten  Hühnereiweißlösung  entsteht,  sich  bei 
Zusatz  von  Kochsalz  löst.  Ebenso  lösen  Jod-,  Jodkalium-  und  Jodjod- 
kaliumlösungen einen  Teil  der  Sublimatfällungen.  Diese  Tatsachen  sind 
natürlich  bei  der  Kombination  des  Sublimats  mit  anderen  Fällungs- 
mitteln, sowie  bei  der  Nachbehandlung  mit  Jod,  zu  berücksichtigen. 

Hitzefixierung:  Auch  die  einfache  Hitzekoagulation  der  Eiweiß - 
Substanzen  ist  in  manchen  Fällen  für  histologische  Zwecke,  so  vor 
allem  für  Ausstrichpräparate,  brauchbar.  Dabei  bleibt  vielfach  eine 
gute  Färbbarkeit  erhalten.  Außerordentlich  natürliche  Struktur- 
bilder lassen  sich  von  kleineren  Objekten  dadurch  erhalten,  daß  sie 
einer  ganz  gleichmäßigen  Verdunstung  innerhalb  einer  rasch  er- 
starrenden Gallerte  ausgesetzt  werden.  Nach  einem  Verfahren  von 
Bbesslau  streicht  man  dabei  z.  B.  Infusorien  mit  dem  hochkolloi- 
dalen Farbstoff  Opalblau  und  Phloxinrhodamin  aus  und  fördert  die 
Verdunstung  durch  Schwenken  des  Objektträgers  in  erwärmter, 
trockener  Luft.  Dabei  tritt  eine  Gelatinierung  des  Plasmas  ein,  und  die 
Hauptmenge  des  an  die  Kolloide  gebundenen  Wassers  verbleibt  in  der 
erstarrten  lufttrockenen  Gallerte,  wodurch  die  Schrumpfung  fast  ganz 
vermieden  wird.  Dies  Verfahren  ermöglicht  außerdem  auch  die  Darstel- 
lung der  Oberflächenstrukturen  wie  der  Gestalt  der  Infusorien  durch 
die  Umhüllung  mit  dem  Farbstoff mantel  (vgl.  auch  K.  Zeigeb  1928). 
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3.  Fett-  und  Lipoidsubstanzen  teilweise  erhaltende  Fixierer 

Ganz  anders  als  die  bisher  besprochenen  Substanzen  wirken 
Chromsäure,  verschiedene  Chromate,  Osmiumsäure  und  in  gewisser 
W eise  auch  Formol.  Besonders  Osmiumsäure  ruft  im  Plasma  kaum 
auffälligere  Koagulation  hervor,  sondern  läßt  es  bei  geringster 
Schrumpfung  und  bester  Erhaltung  feinerer  Strukturen  in  einem 


Proenzymgr. 

Golgizone 

Lipoch. 


Abb.  28.  Gute  Strukturerhaltung  und  geringe  Schrumpfung  durch  Fixierung 
in  einem  Gemisch  von  Osmiumsäure,  Chromsäure  und  Kalium bichromat 
und  nachfolgende  Behandlung  mit  1%  Osmiumsäure  in  der  Wärme  (35°). 
Pankreas  der  Maus.  Ungefärbt.  Plasma  und  Kerne  erscheinen  homogen 
(vgl.  mit  Abb.  27  a u.  b). 


homogenen  Zustand  erstarren,  der  mikroskopisch  weitgehend  dem  im 
Leben  entspricht  (Abb.  28).  Wahrscheinlich  beruht  diese  Gelatinierung 
des  Plasmas  darauf,  daß  die  Osmiumsäure  die  Plasmasubstanzen 
nicht  in  mikroskopischen  Dimensionen  ausfällt,  sondern  nur  unlös- 
licher und  auch  die  Fett-Lipoidsubstanzen  gegen  Fettlösungsmittel 
resistenter  macht  und  teilweise  auch  mit  Osmiumsäure  imprägniert 
(s.  S.  176). 

Da  die  Osmiumsäure  bei  neutraler  Reaktion  Eiweißkörper  nicht  ausfällt, 
sprach  A.  Fischer  (1899)  ihr  zunächst  jede  fällende  Wirkung  ab,  revidierte 
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jedoch  in  einer  späteren  Untersuchung  über  die  Protoplasmastruktur,  in  der 
er  sich  mit  Bütschlis  Wabentheorie  auseinandersetzte,  seine  Anschauungen: 
„Die  spezifische  Wirkung  der  Osmiumsäure  erfaßt  sicherlich  unmittelbar 
das  , Lebende4  am  lebenden  Eiweiß  und  äußert  sich  bei  jeder  Reaktion, 
während  die  Fällungs Wirkung,  die  die  Osmiumsäure  mit  anderen  Fixierungs- 
mitteln theilt,  das  , Eiweiß 4 im  »lebenden  Eiweiß4  trifft,  aber  nur  bei  saurer 
Reaktion.44  Bei  der  Behandlung  von  Zellen,  vor  allem  von  Protozoen,  fiel 
also  Fischer  auch  die  eigenartige  ,, Erstarrung4 4 des  Plasmas  auf,  die  ihm  bei 
den  Versuchen  mit  Eiweißsolen  entgangen  war.  Noch  weiter  ging  A.  Meyer 
(1920)  in  seinen  Behauptungen:  ,,Wir  haben  also  in  der  Osmiumsäure  ein 
Reagens  vor  uns,  welches  die  amikroskopische  Struktur  des  lebenden  Cysto  - 
plasmas  in  keiner  für  uns  sichtbaren  Weise  verändert,  wenn  seine  Einwirkung 
zum  Tode  des  Cytoplasmas  führt.44  Dabei  soll , »möglicherweise  eine  besondere 
Einwirkung  auf  die  Vitüle  der  Grund  ihrer  Wirksamkeit“  sein,  und  außer- 
dem wird  vermutet,  daß  diese  besondere  Leistung  irgendwie  im  Zusammen- 
hang stehen  muß  mit  dem  Atomgewicht,  denn  ,,die  Struktur  und  die  Form 
des  Cytoplasmas  erhalten  nur  Elemente,  deren  Atomgewicht  zwischen  191 
und  200  liegt“  (Osmium-,  Iridium-,  Platin-  und  Goldverbindungen).  Früher 
hatten  Mönckeberg  und  Bethe  schon  festgestellt,  daß  Osmiumsäure  auch 
bei  Ausbleiben  von  Fällungen  Eiweißlösungen  stark  beeinflußt:  in  dünner 
Schicht  auf  Objektträger  ausgestrichene  Hühnereiweißlösung,  die  48  Stunden 
mit  Os04-Dämpfen  geräuchert  worden  war,  wurde  durch  Salpetersäure, 
Essigsäure,  Alkohol  und  Erhitzen  nicht  mehr  zur  Gerinnung  gebracht,  und 
mit  2°/0iger  Osmiumsäurelösung  geschüttelte  Eiweißlösung  gerann  nicht 
mehr  beim  Kochen  usw.  (Literatur  s.  bei  Berg  1926).  Diese  Veränderungen 
sollten  auf  einer  Oxydation  der  Eiweißsubstanzen  beruhen.  Daß  jedenfalls 
die  histologische  Fixierung  im  Gegensatz  zu  der  früheren  Auffassung  Fischers 
grundsätzlich  nicht  nur  auf  einer  groben  Eiweißfällung  und  damit  eben  auf 
Artefaktbildungen  beruhen  müsse,  konnte  dann  Berg  (1926)  an  mit  0s04 
behandelten  Eiweißlösungen  nachweisen:  im  Spaltultramikroskop  hörte  die 
vorher  sehr  lebhafte  Bewegung  der  Ultramikronen  auf;  ,,es  setzte  offenbar 
eine  langsame  Ausflockung  ein,  welche  bei  der  benutzten  Anordnung  nicht 
weiter  zu  verfolgen  war“.  Bei  den  , »eigentümlichen  gallertigen  Gebilden  aus 
nucle insaurem  Protamin“  war  durch  Osmiumsäure  ,, Starr-  und  Wasser- 
unempfindlichwerden ohne  oder  fast  ohne  Fällungsäquivalente“  zu  erzielen. 
Die  primäre  Wirkung  der  Osmiumsäure,  zum  Beispiel  bei  dem  Räuchern 
kleiner  Objekte  oder  bei  kurzer  Einwirkungsdauer,  soll  nach  Berg  nicht  auf 
einer  Oxydation  der  Eiweißsubstanzen,  sondern  ,,auf  der  Bindung  des  0s04 
an  stickstoffhaltige  Gruppen  beruhen“.  In  einer  zweiten  Wirkungsstufe,  die 
zeitlich  viel  länger  ausgedehnt  ist,  kommt  es  dann  zu  einer  allmählichen 
Reduktion  des  0s04  und  zu  einer  , »gleichmäßigen  Dunkeltönung  der  Gewebs- 
bestandteile“  und  vor  allem  in  ungesättigten  Fettverbindungen  zur  Impräg- 
nation mit  0s02. 

Neuerdings  hat  sich  auch  K.  Zeiger  (1935)  mit  der  besonderen  Wirkung 
der  Osmium  säure  vor  allem  im  Hinblick  auf  die  natürliche  Erhaltung  der 
Strukturen  des  Zellkerns  befaßt.  Er  nimmt  an,  daß  diese  Eigenschaften 
darauf  beruhen,  daß  die  Osmiumsäure  Eiweißkörper  relativ  schwach  fällt, 
andererseits  aber  die  Lipoide  stabilisiert.  Die  Lipoide  sollen  aber  nach  Zeiger 
,,als  wasserunlösliche  und  quellbare  Phasen  an  mikroskopischen  wie  ultra - 
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mikroskopischen  Grenzflächen  eine  bedeutsame  Rolle  für  die  Abgrenzung 
und  Erhaltung  bestimmter  Zustände  der  Zellkolloide  und  damit  ihres  mikro- 
skopischen Bildes  spielen“. 

Auf  diese  relativ  schwach,  fällende,  dafür  aber  die  Lipoid-Eiweiß  - 
komplexe  stabilisierende  und  die  Entmischung  verhindernde  Wir- 
kung der  Osmiumsäure  ist  es  wohl  auch  zurückzuführen,  daß  die 
Färbbarkeit  der  Biokolloide  nach  Osmiumfixierung  sehr  „schlecht“ 
ist.  Die  farbstoffadsorbierenden  Oberflächen  der  Biokolloide 
werden  eben  nicht  wie  durch  die  Fixierung  in  Eiweißfällern  frei 
gemacht.  Wird  daher  außerdem  eine  gute  Kernfärbbarkeit  ange- 
strebt, so  ist  die  Osmiumsäure  wie  z.  B.  im  Flemmingschen  Gemisch 
mit  Essigsäure  zu  kombinieren. 

Ähnlich  wie  Osmiumsäure  wirken  in  mancher  Hinsicht  Chrom- 
säure und  Kaliumbichromat.  Eiweiß  wird  jedenfalls  zum  Teil 
gelatiniert,  gehärtet  und  vielfach  nicht  direkt  in  mikroskopischer 
Größenordnung  ausgefällt.  Auf  bestimmte  Eiweißlösungen  wirken 
Chromsäure  und  Kaliumbichromat  jedoch  als  schwache  Fällungs- 
mittel  (vgl.  die  ausführliche  Besprechung  dieser  Verhältnisse  bei  Berg 
und  von  Tellyesniczky  in  Krauses  Enzyklopädie).  Auch  Fette 
und  Lipoide  werden  resistenter  gegen  Fettlösungsmittel.  Es  herrscht 
wohl  die  Meinung  vor,  daß  Chromsäure  und  ihre  Salze  mit  den  Eiweiß- 
substanzen chemische  Bindungen  eingehen  und  verschiedene  Fett- 
substanzen auf  oxydieren.  Bekannt  ist  ja  die  Verwendung  von  Chrom- 
salzen in  der  Reproduktionstechnik  zum  Unlöslichmachen  von 
Fischleim  und  Gelatineschichten  nach  Belichtung  sowie  zum  Gerben 
tierischer  Häute.  Auch  bei  der  Fixierung  mit  Chromverbindungen 
soll  eine  ganz  allmähliche  Reduktion  der  Chromsäure  und  die  Bildung 
von  unlöslichen  Chromi-Kolloidverbindungen  (Berg)  eintreten.  Dem- 
entsprechend ist  bei  längerer  Anwendung  von  Chromverbindungen 
eine  Chromspeicherung  in  den  Geweben  festzustellen. 

Auch  Formol  (Formaldehyd)  härtet  und  „gelatiniert“  das  Plasma, 
im  allgemeinen  ohne  starke  Niederschläge  hervorzurufen.  Fette  und 
Lipoide  bleiben  in  Formol  überwiegend  erhalten,  ohne  aber  eigent- 
lich fixiert  zu  werden.  Doch  sollen  sie  in  Formol  teilweise  chemische 
Umsetzungen  erleiden  (so  kann  z.  B.  nach  Formolfixierung  eine  ver- 
änderte Färbbarkeit  der  Fettsubstanzen  mit  Nilblausulfat  fest- 
zustellen sein).  Die  Eiweißsubstanzen  verhalten  sich  insofern  un- 
gleichmäßig, als  ein  Teil  von  ihnen  in  Formol  quillt,  ein  anderer 
zweifellos  in  Lösung  geht  (durch  die  extrahierten  Stoffe  trübt  sich 
das  Formol  nach  einiger  Zeit  etwas),  die  übrigen  aber  gehärtet 
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werden,  indem  sie  sich  mit  dem  Formaldehyd  zu  schwerlöslichen 
Produkten  komplexer  Zusammensetzung  vereinigen.  Nach  F.  Blum 
(1926)  sollen  die  Eiweißkörper  mit  Formaldehyd  unter  Freiwerden  von 
Wasser  Methylen  Verbindungen  eingehen.  Die  verschiedene  Wirkung 
des  Formols  auf  Eiweißkörper  geht  wohl  am  besten  aus  der  Tatsache 
hervor,  daß  Ovalbumine  im  Gegensatz  zu  anderen  Eiweißkörpern 
viel  wasserlöslicher  gemacht  werden,  so  daß  sie  nun  auch  beim  Kochen 
einer  mit  Formol  versetzten  Mischung  nicht  ausgefällt  werden. 
Es  haben  sich  dabei  mit  HCOH  neue,  durch  Hitze  nicht  gerinnende 
Eiweißkörper  gebildet.  Dagegen  wird  die  wasserlösliche  Gelatine 
unter  Bindung  bestimmter  Mengen  von  Formaldehyd  wasserunlöslich 
gemacht.  Bekanntlich  konnte  die  chemische  Umsetzung  des  Formal- 
dehyds mit  den  freien  Aminogruppen  des  Eiweißes  infolge  der  dabei 
eintretenden  Zunahme  der  Acidität  von  Sörensen  zur  Formol- 
titration  der  Eiweißkörper  benutzt  werden.  (Dabei  wird  der  Einfluß 
der  Aminogruppe  aufgehoben,  indem  Formaldehyd  mit  dem  Amino- 
stickstoff  unter  Bildung  der  nichtbasischen  Methylen  Verbindung 
reagiert:  z.  B. 

COO  - • CH  • NH2  + HCOH  = COO  - • CH  • N : CH2  + H20) 

R R 

Von  großem  Wert  ist  vielfach  ein  geringfügiger  Formolzusatz 
zu  physiologischen  Lösungen,  wenn  es  sich  darum  handelt,  Zellen 
oder  Gewebe  möglichst  strukturgetreu  längere  Zeit  aufzubewahren, 
oder  Fettfärbungen  an  Präparaten  ohne  Einbetten  und  Schneiden 
durchzuführen. 


4.  Fixierungsgemische 

Alle  auf  geführten  Fixier  er  haben  für  sich  allein  angewendet  Nach- 
teile, die  aber  durch  ihre  Kombination  teilweise  ausgeglichen  werden 
können.  Es  gibt  eine  ausgedehnte  beschreibende  Literatur  über  die 
Wirkungsweise  solcher  Fixierungsgemische,  auf  die  hier  verwiesen 
werden  muß.  Die  Zusammensetzung  der  Fixierungsflüssigkeiten 
richtet  sich  dabei  nach  verschiedenen  Gesichtspunkten:  eine  gute 
Plasmafixierung  und  vor  allem  die  Erhaltung  der  Cytoplasma  - 
organeile,  wie  Mitochondrien,  Lipochondrien  und  Golgiapparat, 
setzt  einen  Lipoide  erhaltenden,  nicht  in  mikroskopischer  Größen- 
ordnung koagulierenden  Fixierer,  also  z.  B.  Osmiumsäure,  Kalium- 
bichromat,  Chromsäure  usw.  voraus,  dabei  ist  aber  die  „Darstellung“ 
und  besonders  die  Färbbarkeit  der  Kernstrukturen  meist  sehr  schlecht, 
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Umgekehrt  ist  es  zur  Hervorhebung  der  Kernstrukturen  (und 
auch  von  Ergastoplasma,  Tigroid,  Plasmafibrillen  usw.)  oft  dienlich, 
stark  fällende  Mittel,  wie  Alkohol,  Sublimat,  Eisessig  u.  a.  anzuwen- 
den, wobei  das  Plasma  oft  wie  vakuolisiert  erscheint  bzw.  grobe 
Koagulationsstrukturen  aufweist,  während  die  verschiedenen  Struk- 
turen des  Kernes  gut  zu  erkennen  sind.  Andererseits  lassen  sich  aber 
auch  so  heterogen  wirkende  Fixierer  wie  Osmiumsäure  und  Chrom- 
säure einerseits  und  Eisessig  andererseits  kombinieren  und  ergeben 
oft  — wie  z.  B.  im  Flemmingschen  Gemisch  — besonders  gute  Mitose- 
und  Kernbilder. 

Ein  anderer,  bei  der  Wahl  des  Fixierers  zu  berücksichtigender  Um- 
stand ist  die  oft  geringe  Durchlässigkeit  der  Hüllen  um  die  zu 
fixierende  Substanz.  So  werden  bei  schwer  fixierbaren  und  benetz- 
baren Insekteneiern  das  Carnoysche  Gemisch  (Alkohol,  Chloroform, 
Eisessig)  oder  das  von  Petrunkewitsch  (Alkohol,  Sublimat,  Eis- 
essig und  Salpetersäure)  wegen  ihrer  guten  Durchdringung  bevorzugt 
und  letzteres  möglichst  warm  angewendet. 

Weiterhin  ist  bekanntlich  das  Diffusionsvermögen  von  aus- 
schlaggebender Bedeutung.  Es  hat  sich  gezeigt,  daß  der  Modellver- 
such, etwa  mit  Hühnereiweiß  im  Reagenzglas,  hier  nicht  immer  aus- 
reicht, um  die  Erscheinungen  der  histologischen  Fixierung  zu  erklären, 
da  in  den  Geweben  viel  komplexere  Verhältnisse  vorliegen.  So  erkannte 
von  Tellyesniczky  (1926),  daß  die  Diffusion  der  Fixierer  ins  Innere 
der  Gewebe  noch  durch  ihre  „membranogene“  Wirkung  erschwert 
wird,  d.  h.  die  Fixierer  versperren  sich  sozusagen  selbst  den  Weg, 
indem  sie  beim  Eindringen  das  Eiweiß  zunächst  an  der  Ober- 
fläche der  Gewebe  gerinnen  lassen  und  undurchdringlicher  machen. 
In  hohem  Maße  verschließt  z.  B.  Osmiumsäure  „sich  selbst 
ihren  Weg“.  (Diese  membranogene  Wirkung  ist  in  gewisser  Weise 
vergleichbar  mit  der  vitalen  „Abdichtung“  durch  Calciumionen, 
vgl.  S.  21.) 

Bei  zusammengesetzten  Fixierern  ist  infolge  der  verschiedenen 
Diffusionsgeschwindigkeit  der  einzelnen  Komponenten  oft  eine  un- 
gleiche Tiefenwirkung  und  dementsprechend  bei  größeren  fixier- 
ten Stücken  eine  verschiedenartige  Fixierung  von  der  Peripherie  bis 
zum  Zentrum  festzustellen.  So  eilt  z.  B.  Essigsäure  fast  immer  den 
anderen  Bestandteilen  der  Fixierungsgemische  voraus  und  entfaltet 
im  Innern  des  zu  fixierenden  Stückes  zunächst  allein  ihre  Wirkung, 
während  Osmiumsäure  dagegen  bekanntlich  eine  sehr  geringe  Tiefen- 
wirkung besitzt  (Abb.  29). 
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Früher  wurde  vielfach  Wert  auf  möglichste  Einhaltung  von  Iso- 
tonie  bei  den  Fixierungsflüssigkeiten  gelegt.  In  neueren  Unter- 
suchungen konnte  jedoch  gezeigt  werden,  daß  Schrumpfung  und 
Quellung  bei  der  Fixierung  in  weiten  Grenzen  unabhängig  von  der 
molekularen  Konzentration  des  Fixierungsgemisches  sind  und  mehr 
von  der  Art  des  Fixierers  abhängen.  Deshalb  erscheint  es  unnötig, 
durch  besondere  Zusätze  der  Fixierungsflüssigkeit  eine  molekulare 
Konzentration  zu  geben,  die  mit  der  der  Lymphe  des  zu  fixierenden 
Objektes  übereinstimmt  (vgl.  vor  allem  Hirsch  und  Jacobs  1926  und 
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Abb.  29.  Die  Tiefenwirkung  vier  einfacher  (obere  Reihe)  und  vier  zusammen- 
gesetzter Fixierer  (untere  Reihe)  nach  4 Stunden  an  Leberstücken.  Obere 
Reihe:  1.  l°/0  Osmiumsäure.  */2 — 1 mm.  — 2.  Konzentriertes  Sublimat. 
l1/2 — 2 mm.  — 3.  2°/0  Salpetersäure.  3 — 4 mm.  — 4.  Konzentriertes  Formalin. 
4—5  mm.  Untere  Reihe:  1.  l°/oige  Osmiumsäure  + 5%  Essigsäure.  — - 
2.  Konzentriertes  Sublimat  -j-  1 °/0  Essigsäure.  — 3.  Kaliumbichromat  — - 
Essigsäure  (Tellyesniczky).  — 4.  Chromosmium  — Essigsäure  (Flemming). 

— Nach  v.  Tellyesniczky  (1926). 

mehrere  Untersuchungen  über  Quellung  und  Schrumpfung  embryona- 
ler Gewebe  bei  Fixierung  und  Nachbehandlung  von  Berg,  Patten 
und  Philpott,  von  Tellyesniczky  u.  a.).  Jedenfalls  kann  aus  den 
osmotischen  Erscheinungen  und  Permeabilitätsverhältnissen  lebender 
Systeme  nicht  auf  die  bei  der  Fixierung  eintretenden  Veränderungen 
geschlossen  werden,  da  schon  mit  dem  Zelltode  die  für  plasmolytische 
und  andere  Veränderungen  verantwortliche  besondere  Permeabilität 
(Semipermeabilität)  der  Membranen  erlischt.  Dagegen  sind  die  un- 
gleichartigen Schrumpfungserscheinungen  der  Strukturen  nicht  durch 
Isotonie  zu  vermeiden  und  nur  zum  Teil  von  der  Diffusionsrichtung 
des  Fixierers  abhängig  (vgl.  S.  118). 

Im  allgemeinen  wird  man  besonders  bei  der  Anfertigung  von  Paraffin- 
Schnittpräparaten  stets  mit  einer  Gesamt-Schrumpfung  zwischen 
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10 — 30°/ 0 rechnen  müssen,  wobei  das  Maß  der  Schrumpfung  weitgehend 
vom  Fixierer  und  der  Art  der  Nachbehandlung  abhängt.  (Abb.  30). 
Bei  Formolfixierung  erfolgt  indessen  oft  eine  Quellung  um  mehrere 
Prozente,  während  beim  Hochführen  dann  regelmäßig  eine  Schrump- 
fung des  Objektes  einsetzt.  Trotzdem  ist  es  in  manchen  Fällen  an- 
gebracht, den  Fixierer  in  annähernd  blutisotoner  Lösung  anzusetzen. 

Frisch  Wasser 


Abb.  30.  Längeveränderungen  von  Schweineembryonen  infolge  von  Fixierung 
und  Schrumpfungserscheinungen  während  des  Entwässerns  und  der  Ein- 
bettung in  Paraffin.  Zusammengestellt  von  v.  Tellyesniczky  (1926)  aus 
einer  Arbeit  von  Patten  und  Philpott. 

So  ist  z.  B.  für  längere  Beobachtung  bzw.  eine  anschließende  Fett- 
färbung an  Gewebekulturen  und  Zupfpräparaten  in  möglichst  „natur- 
getreuem“ Zustande  Fixierung  in  Ringerlösung  mit  schwachem  For- 
molzusatz  (etwa  2°/0)  sehr  geeignet,  während  eine  mit  Wasser  ver- 
dünnte Formollösung  nicht  so  gute  Resultate  gibt.  Die  besondere 
Bedeutung  der  Ringerlösung  dürfte  hierbei  auf  dem  Gehalt  an  ver- 
schiedenen Ionenarten  und  einer  gewissen  Pufferung  beruhen,  was 
für  die  Aufrechterhaltung  des  kolloiden  Zustandes  eine  Rolle  spielt. 
Vielleicht  ist  dabei  auch  die  Isotonie  insofern  wichtig,  als  die  Zelle 
ganz  allmählich  abstirbt  und  nach  dem  Tode  nur  konserviert,  nicht 
aber  durch  den  schwachen  Formolzusatz  koaguliert  wird. 
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Wesentlicher  als  die  molekulare  Konzentration  ist  vielfach  zweifellos 
die  Wasserstoffionenkonzentration  der  Fixierungsflüssigkeit, 
was  bei  der  Abhängigkeit  der  Fällungs-,  Quellungs-  und  Schrump- 
fungserscheinungen vieler  Kolloide  von  dem  pH  nur  natürlich  er- 
scheinen muß.  Oft  wird  daher  der  Zusatz  von  Säuren  mehr  den  Sinn 
einer  allgemeinen  Ansäuerung  haben,  als  daß  dabei  die  spezifische 
Wirkung  der  zugesetzten  Säure  als  Fixationsmittel  eine  wesentliche 
Rolle  spielt  (s.  S.  118).  Als  allgemeine  Regel  soll  sich  dabei  nach 
Yamaha  (1925  vorl.  Mitt.,  darin  Tabelle  über  pH  versch.  Fixiermittel, 
vgl.  auch  1932)  ergeben,  daß  Fixierer  mit  einem  pH  <1  Membran- 
strukturen verdeutlichen,  während  Fixierer  mit  einem  pH  > 3 homo- 
genisieren sollen  (vgl.  u.  a.  auch  C.  Zirkle  1928,  29,  33). 

5.  Die  Fixation  als  histophysiologische  Methode 

Aus  dem  Vorhergehenden  ergibt  sich,  daß  es  nicht  berechtigt  ist, 
von  ,, guter“  oder  „schlechter“  Fixierung  schlechthin  zu  sprechen,  bzw. 
einen  universalen  Standardfixierer  erfinden  zu  wollen,  sondern  daß 
die  Fixierung  sich  ebenso  wie  die  Färbung  nach  bestimmten  Zwecken 
zu  richten  hat. 

Zunächst  kann  je  nach  der  Art  der  angewandten  Fixierung  mit 
Vorbehalt  aus  den  Präparaten  schon  geschlossen  werden,  ob  es  sich 
um  fett-  und  lipoidhaltige  Strukturen  oder  um  solche,  die  über- 
wiegend aus  Eiweißen  bestehen,  handelt  (vgl.  Abb.  26  a u.  b). 
W eiterhin  rufen  starke  Eiweißf äller  vielfach  Plasmakoagulationen 
hervor,  aus  deren  quantitativen  Schwankungen  und  färberischen 
Eigenschaften  Rückschlüsse  auf  den  Wechsel  im  Stoff  bestand  der 
Zelle  während  ihres  Arbeitsrhythmus  gezogen  werden  können.  Hier 
sind  vor  allem  das  Tigroid  oder  die  Nißlschollen  der  Nervenzellen  und 
das  basophile  Ergastoplasma  ■(=  Basalfilamente,  Solgersche  Fäden, 
basophiles  Fußplasma  usw.)  vieler  wachsender  Ei-  und  Drüsenzellen 
anzuführen.  Es  handelt  sich  dabei  zwar  größtenteils  um  typische 
Fixierungsartefakte,  die  uns  aber  doch  als  charakteristische  Reak- 
tionen bestimmter  Stadien  auf  die  Fixierung  im  Sinne  von  Äquivalent- 
bildern wertvoll  sind. 

Ob  wir  allerdings  immer  die  im  fixierten  Präparat  vielfach  auf- 
tretenden Körnchen,  Fäden,  Lamellen  und  Gerüste  ohne  weiteres 
als  Äquivalentbilder  einer  besonderen  Ultrastruktur  im 
lebenden  System  ansprechen  dürfen,  erscheint  fraglich.  Aus  dem 
fibrillären  Fußplasma  hat  man  vielfach  auf  einen  gerichteten  Micellar- 
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bau  des  Plasmas  geschlossen  bzw.  darin  gerichtete  Bahnen  für  den  Stoff  - 
transport  in  der  Zelle  von  der  Basis  zum  Apex  erkennen  zu  können  ge- 
glaubt. Besonders  wesentlich  ist  diese  Frage  auch  für  die  Deutung 
der  Kernstrukturen  in  fixierten  Präparaten  und  für  das  Fibrillen- 
problem. So  sollen  sich  auch  die  Neurofibrillen  nach  Peterfi  erst  unter 
dem  Einfluß  der  Fixierung  aus  einem  Stäbchensol  bilden.  Weiter- 
hin konnte  Bresslau  zeigen,  daß  Fibrillen  durch  mechanische  Zug- 
wirkung aus  einem  Kolloid  entstehen  können  (vgl.  dazu  auch  S.  332) : 
in  fixierten  Schnittpräparaten  durch  die  Kokons  von  Planarien  sind 
im  Nährmaterial,  das  gerade  von  den  Embryonalstadien  eingesogen 
wird,  deutliche  Fibrillen  zu  erkennen. 

Sehr  leicht  können  dann  Fixierungsartefakte  dadurch  entstehen, 
daß  das  Gleichgewicht  der  verschiedenen  Plasmaphasen  durch  Stoffe 
aus  der  Umgebung  gestört  wird,  und  daß  nun  Entmischungs- 
prozesse eintreten.  Dabei  trennen  sich  leicht  lipoide  Stoffe  von 
Eiweißsubstanzen,  wobei  oft  typische  „Myelinfiguren“  entstehen 
können.  Eine  solche  tropfige  Lipoidentmischung  ist  z.  B.  häufig  an 
Mitochondrien  zu  beobachten.  Sie  kann  unter  Umständen  noch  vital 
bei  Schädigungen  auftreten  und  wird  immer  wieder  in  der  Literatur 
vor  allem  wegen  der  leichten  Imprägnierbarkeit  der  lipoiden  Bestand- 
teile als  typischer  Befund  unkritisch  ausgewertet. 

Auch  vom  kolloidchemischen  Standpunkt  aus  kann  die  Fixierung 
vielfach  als  Experiment  gewertet  werden.  So  lassen  sich  z.  B.  relativ 
fixationsstabile  und  fixationslabile  Strukturen  (Zeiger 
1935)  unterscheiden.  Bei  den  fixationsstabilen  Strukturen  handelt 
es  sich  vor  allem  um  „irreversible,  wenig  elastische  Gele“,  die  zwar 
in  ihrem  ultramikroskopischen  Gefüge  und  in  ihrem  Absorptions- 
vermögen durch  die  Fixierung  gegenüber  dem  lebenden  Zustand  ver- 
ändert sein  können,  aber  dabei  doch  ihre  morphologischen  Eigen- 
schaften weitgehend  bewahren.  Als  fixationslabil  sind  hingegen  „die 
reversiblen  Gele,  die  Sole  und  die  zahlreichen  Zwischenstufen  jeder 
Art“  anzusprechen,  die  ohne  Schrumpfung  oder  Quellung,  Ent- 
mischung oder  Inlösunggehen  einzelner  Bestandteile  niemals  in  einen 
stabilen  Zustand  übergeführt  werden  können“,  und  die  daher  nach 
der  Fixierung  stets  deformiert  oder  vergröbert  erscheinen.  Außerdem 
können  typische  Fixierungsartefakte,  d.  h.  Strukturneubildungen 
auftreten,  wie  vor  allem  Fischer  (1899)  in  seinen  Reagenzglasver- 
suchen nachwies.  Um  hier  zu  entscheiden,  ist  stets  eine  Kontrolle 
des  lebenden  Zustandes  erwünscht,  wobei  nun  aber  aus  der  Tatsache, 
daß  im  fixierten  Präparat  vorhandene  Strukturen  im  Leben  nicht  zu 
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beobachten  sind,  nicht  ohne  weiteres  auf  Fixierungsartefakte  ge- 
schlossen werden  darf  (vgl.  vor  allem  die  Besprechung  der  vitalen 
Präformation  der  Kernstrukturen  auf  S.  222).  Die  mikroskopische 
Erscheinung  von  Strukturen  in  fixierten  Präparaten  beruht  häufig 
auf  einer  relativen  Verschiebung  der  Lichtbrechung  bei  verschie- 
denen Phasen  und  braucht  nicht  gleich  im  Sinne  einer  Entmischung 
oder  Fällung  aus  einem  vorher  homogenen  Medium  gedeutet  zu 
werden. 

Bei  Untersuchungen  über  die  elektrostatischen  Eigenschaf- 
ten der  Gewebskolloide  nach  der  Methode  von  Pischinger 
(s.  S.  108)  darf  nicht  außer  acht  gelassen  werden,  daß  durch  die  ver- 
schiedenen Fixierungen  und  vor  allem  wohl  auch  durch  die  dabei 
vielfach  eintretenden  chemischen  Veränderungen  der  Gewebskolloide 
sowie  durch  Ionenadsorption  eine  Verschiebung  ihrer  Umladungs- 
bereiche eintritt,  aus  der  vielleicht  bei  systematischen  Untersuchungen 
noch  weitergehende  Rückschlüsse  auf  die  bei  der  Fixierung  eintreten- 
den Veränderungen  gezogen  werden  können.  Bisher  stellte  sich  her- 
aus, daß  verschiedene  Fixierungsmittel  die  Umladungsbereiche  in 
ungleicher  Weise  beeinflussen  (Zeig-er  1930,  Ries  und  Gersch 
1936  u.  a.);  es  kann  auch  jede  Phase  für  sich  unabhängig  von  anderen 
verändert  werden.  Auch  hier  erwiesen  sich  fixationsstabile  Phasen 
wie  z.  B.  Eiweißdotterschollen  als  weitgehend  indifferent  gegen  die 
Umladung  bei  der  Fixierung,  während  der  isoelektrische  Punkt  des 
Ergastoplasmas,  also  eines  typischen  Fixierungsartefaktes,  in  keiner 
Weise  dem  pH  der  entsprechenden  Plasmaphasen  des  lebenden  Systems 
entsprach.  Das  besagt  aber,  daß  einem  besonders  basophilen,  mit- 
hin saurem  Plasma  im  fixierten  Präparat  nicht  unbedingt  ein  ent- 
sprechender Säuregrad  im  lebenden  System  zukommen  muß  und 
umgekehrt. 

Die  Umladung  bzw.  die  Verschiebung  des  isoelektrischen 
Punktes  der  Gewebseiweiße  durch  die  Fixierung  kann 
durch  verschiedene  Umstände  erklärt  werden:  1.  können  mit  der  Aus- 
fällung und  Denaturierung  der  Eiweißsubstanzen  Reaktionsänderungen 
eintreten,  2.  Ionen  adsorbiert  werden  und  3.  bei  der  Fixierung  ganz 
neue  Eiweißverbindungen  entstehen.  Außerdem  wird  ein  Punkt,  der 
mir  der  wesentlichste  zu  sein  scheint,  leicht  vergessen:  die  hydro- 
philen Eiweißkolloide  haben  einen  diffusen  Solvatmantel,  d.  h.  von 
dem  Wasser  bindenden  Eiweißteilchen  bis  zur  Peripherie  des  Wasser- 
mantels ist  ein  ganz  allmählicher  Abfall  des  Wirkungsbereichs  der 
Ladung  des  Teilchens  (und  damit  der  Wasserbindung)  zu  konsta- 
ntes, Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  9 a 
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tieren,  bis  zu  einem  kontinuierlichen  Übergang  zu  den  Eigenschaften 
des  freien  Wassers.  Es  fehlt  also  eine  scharfe  Begrenzung  des  Wasser- 
mantels. Diese  Erscheinung  bedingt,  daß  die  Ladung  des  Eiweiß  - 
teilchens  in  diesem  freien  Wasser  überhaupt  nicht  mehr  zum  Ausdruck 
zu  kommen  braucht.  Andererseits  vermag  das  Kolloid  entgegenge- 
setzt geladene  Teilchen  nicht  zu  adsorbieren,  da  seine  Ladungen 
ja  wahrscheinlich  infolge  des  Dipolmomentes  der  Wassermoleküle 
abgesättigt  sind.  Mit  anderen  Worten:  Eine  kolloide  Lösung  eines 
relativ  sauren  Eiweißes  braucht  unter  Umständen  nicht  merkbar 
saurer  zu  reagieren,  ganz  abgesehen  davon,  daß  die  Ladungen  der 
amphoteren  Eiweißteilchen  auch  durch  eine  Art  „innerer  Salzbildung" 
in  den  Molekülketten  bzw.  auch  mit  Lipoiden  abgesättigt  sein  könnten. 
Mit  der  Fällung  und  Denaturierung  ändern  sich  alle  diese  Eigenschaften 
schlagartig:  jetzt  reagiert  das  „Biokolloid"  plötzlich  als  adsorptions- 
fähiger, überwiegend  saurer  oder  basischer  Eiweißkörper  mit  Farb- 
stoffen, Ionen  und  Molekülen.  Es  ist  also  nicht  nötig,  mit  Lepeschkin 
anzunehmen,  daß  mit  dem  „Protoplasmatode"  die  für  die  lebende 
Substanz  eigen tümhchen  Eiweißlipoidkomplexe,  die  er  als  „Vitaide" 
bezeichnet,  zerfallen  müssen,  sondern  es  genügt  vorerst  die  Annahme 
der  Beseitigung  des  Solvatmantels  der  Biokolloide,  seien  es  nun 
Eiweißkörper  oder  Eiweißlipoidkomplexe,  um  die  beim  Absterben 
der  Zellen  erfolgende  eigenartige  Veränderung  des  „denaturierten" 
gegenüber  dem  lebenden  System  zu  erklären.  Es  ist  aber  unbedingt 
nötig,  daß  der  Histologe  und  Cytologe,  der  nicht  vergleichend  lebendes 
und  fixiertes  Material  untersucht,  sich  klar  macht,  daß  man  von  den 
Eigenschaften  des  fixierten  und  gefärbten  Präparates 
keinerlei  unmittelbare  Rückschlüsse  auf  die  entsprechen- 
den Phasen  im  lebenden  System  ziehen  kann  und  um- 
gekehrt. 

Wenn  daher  neuerdings  Kedrowski  und  Seki  in  einer  Reihe  von 
Arbeiten  an  fixierten  embryonalen  Geweben  bzw.  an  den  Zellsystemen 
des  Reticulo-Endothelialen  Systems  die  Zunahme  der  Basophilie 
bzw.  den  Reichtum  von  mit  Methylenblaueosinat  färbbaren  Sub- 
stanzen in  Beziehung  setzen  zu  dem  Anwachsen  der  vitalen  Färbbar- 
keit mit  basischen  Farbstoffen  bzw.  dem  stärkeren  Speichervermögen 
für  saure  Substanzen,  so  geschieht  das  lediglich  auf  Grund  einer  ver- 
gleichenden Betrachtung,  kann  aber  nicht  so  ausgewertet  werden, 
daß  im  fixierten  Zustande  basophile  Zellen  nun  auch  im  Leben  eine 
besondere  Affinität  zu  basischen  Farbstoffen  und  oxyphile  Zellen  zu 
sauren  haben  müßten. 
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Kapitel  VI 

Histochcmie 
1.  Allgemeines 

a)  Lokalisierte  Nachweise  als  Aufgabe  der  Histochemie:  Es  erscheint  über- 
flüssig, die  historische  Entwicklung  der  Histochemie  besonders  darzustellen, 
da  sie  ganz  allmählich  aus  der  Histologie  selbst  hervorging,  ohne  daß  sich 
feststellen  ließe,  wann  und  von  wem  zum  ersten  Male  ein  besonderes  Pro- 
gramm der  Histochemie  aufgestellt  worden  wäre. 

Aufgabe  der  Histochemie  ist,  bestimmte  Substanzen  bei  möglichst 
weitgehender  Strukturerhaltung  lokalisiert  und  mit  möglichst  emp- 
findlichen Methoden  in  den  Zellen  und  Geweben  nachzuweisen,  so 
daß  wir  aus  ihrem  Vorkommen,  ihrer  Lagerung  und  Veränderung 
bestimmte  Vorstellungen  über  den  Verlauf  chemischer  Vorgänge  im 
mikrochemischen  ,, Laboratorium4 *,  d.  h.  an  und  in  den  mikroskopi- 
schen Strukturen,  gewinnen  können.  Es  genügt  daher  nicht,  nur  durch 
grobe  Fällungsreaktionen,  ohne  Rücksicht  auf  Verlagerung,  Imprä- 
gnierung anderer  Strukturen  mit  besseren  physikalischen  „Haft- 
bedingungen“ usw.  bestimmte  Stoffe  auf  dem  Schnitt  nachzuweisen. 
Derartige  Nachweise  sind  meist  viel  genauer  und  mit  zuverlässigen 
quantitativen  Angaben  an  Extrakten  aus  Organen  oder  Geweben  zu 
treffen.  Die  moderne  Histochemie  ist  eigentlich  Histotopochemie, 
um  einen  Ausdruck  von  H.  Voss  anzuwenden,  und  steht  als  solche 
in  einem  gewissen  Gegensatz  zur  älteren  Histochemie,  die  ihre  Vor- 
stellungen an  aus  den  Geweben  isolierten  Substanzen  nach  den  Me- 
thoden der  Biochemie  zu  entwickeln  versuchte. 

b)  Fehlerquellen  der  Histochemie : Der  Aufgabe  der  modernen  Histo- 
chemie stehen  einige  grundsätzliche  Schwierigkeiten  entgegen: 
1.  eine  vielfach  diffuse  Verteilung  und  dementsprechend  geringe 
Konzentration  der  nachzuweisenden  Stoffe,  2.  histologische  Struktur- 
erhaltung bei  gleichzeitiger  mikrochemischer  Erfassung  des  zu  unter- 
suchenden Stoffes,  3.  fehlen  in  vielen  Fällen  noch  exakte  und  eindeutige 
mikrochemische  Reaktionen,  4.  diffundieren  die  nicht  geformten 
Körper  in  den  Geweben  nach  dem  Zelltode  sehr  leicht  und  können  so 
durch  Verlagerungen  falsche  Lokalisierung  Vortäuschen,  5.  liegen  viele 
Stoffe  in  komplexer  organischer  Bindung  vor  („maskierte  Verbin- 
dungen“), die  bestimmte  mikrochemische  Nachweise  ausschließen, 
6.  können  auch  Adsorptionserscheinungen  an  Kolloiden  und  Phasen- 
grenzen zu  falschen  Vorstellungen  führen. 

Von  vornherein  ist  zu  erwarten,  daß  die  Substanzen,  die  geformt 
oder  an  ein  festes  Substrat  gebunden  in  den  Geweben  Vorkommen 
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(wie  z.  B.  saure  granulär  gespeicherte  Farbstoffe,  Fette,  Kohlehydrate 
u.  a.),  sich  viel  zuverlässiger  histochemisch  und  topographisch  getreu 
erfassen  lassen  als  alle  diffus  auftretenden,  gelösten  Stoffe, 
wie  z.  B.  Cl-Ionen,  Urate  u.  a.,  die  nach  Liesegang  und  Lison  vor 
allem  auch  deswegen  so  schwer  lokalisiert  nachzuweisen  sind,  weil 
sie  selbst  äußerst  diffusibel  sind,  während  die  Nachweissubstanzen 
besonders  schwere,  wenig  diffusible  Moleküle  aufweisen  (Silbernitrat, 
Xanthydrol).  Außerdem  erschwert  das  kolloide  Milieu  die  Fällung 
der  diffusiblen  Substanzen  und  ruft  vielfach  eine  periodische  Prä- 
zipitation nach  dem  Typus  der  Liesegangschen  Ringe  hervor. 

So  zeigte  vor  allem  R.  Liesegang  (1931)  durch  einfache  Modell- 
versuche die  Gefahren  auf,  welche  die  Fällungsreaktionen  durch 
„Pseudomorphosen“,  „exogene“  und  „perigene“  Reaktionen 
mit  sich  bringen:  Im  Reagenzglas  wird  Gelatine  oder  Agar- Gel,  das 
NaCl  gleichmäßig  verteilt  enthält,  mit  Silbernitrat  überschichtet; 
unter  Bildung  einer  Chlorsilbertrübung  diffundiert  dieses  im  Laufe 
einiger  Tage  vor.  Die  Trübung  dringt  aber  nicht  bis  zum  Boden  des 
Reagenzglases  vor,  da  die  Chlorionen  den  Orten  ihrer  Beseitigung, 
also  dem  Silbernitrat,  entgegenwandern,  so  daß  in  der  Tiefe  schließ- 
lich eine  starke  Verarmung  an  Chlorionen  eintritt.  Das  Fällungsbild 
ergibt  also  keine  richtige  Vorstellung  von  der  anfänglichen  Verteilung 
des  NaCl  in  der  Gallerte.  Entsprechendes  gilt  nun  aber  auch  z.  B.  für 
die  Versilberung  von  Gehirnstückchen  nach  Cajae,  bei  der  das  vorher 
gleichmäßig  verteilte  Silbernitrat  dem  reduzierenden  Hydrochinon 
entgegenwandert. 

Noch  stärkere  Artefaktbildungen  sind  zu  erwarten,  wenn  das 
Reagens  in  den  betreffenden  Medien  schwer  oder  gar  nicht  diffusibel 
ist,  wie  es  z.  B.  für  die  kolloide  Molybdänsäure  im  gallertigen  Milieu 
gilt.  Bekanntlich  bildet  sich  der  Phosphormolybdänniederschlag  beim 
Phosphatnachweis  von  Macallum  mit  Hilfe  von  molybdänsaurem 
Ammonium  und  Salpetersäure  außerhalb  der  Zellen.  Aus  der  Tat- 
sache, daß  die  Molybdänsäurefällung  basischer  Vitalfarbstoffe  wie 
Neutralrot  undToluidinblau  sich  stets  interzellulär  in  den  Kittschichten 
zwischen  den  Darmepithelzellen  fand,  obgleich  der  Farbstoff  vorher 
granulär  in  den  Zellen  vorhanden  gewesen  war,  schloß  Höbeb,  daß 
die  lipoidlöslichen  Stoffe  durch  die  Zellen  wanderten,  die  wasserlös- 
lichen dagegen  durch  die  interzellulären  Kittschichten.  Nach  dem 
vorher  Gesagten  ist  diese  Schlußfolgerung  falsch:  Der  Versuch  be- 
weist nur,  daß  der  leichter  diffusible  Farbstoff  der  schwer  diffusiblen 
Molybdänsäure  entgegenwandert  und  perigene  Fällung  ergibt. 
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Nach  Liesegang  können  auch  paradoxe  Fällungserschei- 
nungen durch  besondere  Konzentrationsverhältnisse  der  miteinander 
reagierenden  Stoffe  bedingt  sein:  auf  eine  Glasplatte  werden  neben- 
einander drei  Streifen  Gelatinelösung  aufgestrichen,  einer  mit  0,6%, 
der  zweite  mit  1,2%  und  der  dritte  mit  3%  NaCl.  Nach  Erstarren 
wird  die  Glasplatte  in  einer  3,4%igen  AgN03-Lösung  gebadet,  und 
nun  ergibt  sich,  daß  ,,der  dritte  Streifen,  der  am  stärksten  ,argento- 
phiT  sein  sollte,  frei  von  AgCl  bleibt,  da  alles  sich  in  der  aufstehenden 
Flüssigkeit  bildet“,  dagegen  enthält  der  erste  Streifen  AgCl.  Dies  Er- 
gebnis hängt  davon  ab,  ob  ,,in  der  Zeiteinheit  gleichviel  CI-  und  Ag- 
Ionen  von  unten  und  oben  an  der  Grenzfläche  ankommen“. 

Perigene  Reaktionen  entstehen  weiterhin,  wenn  erhebliche  Unter- 
schiede in  der  Molekülgröße  und  damit  in  der  Diffusions- 
geschwindigkeit der  miteinander  reagierenden  Stoffe 
vorliegen,  so  z.  B.  beim  Kaliumnachweis  nach  Macallum  mit  Kobalt- 
nitrit, wobei  das  Kalium  dem  Reagens  entgegenwandert  und  rhyth- 
mische Fällungen  ergeben  kann.  Solche  rhythmischen  Fällungen 
treten  besonders  dann  auf,  wenn  nicht  sofort  die  Bildung  des  Fällungs- 
produktes einsetzt,  sondern  zunächst  übersättigte  Lösungen  entstehen. 

c)  Grenzen  histochemischer  Nachweismethoden : Bei  den  histo- 
chemischen  Reaktionen  ist  weiterhin  stets  zu  beachten,  daß  sich  auch 
mikrochemisch  natürlich  nicht  unbegrenzt  kleine  Mengen  erfassen 
lassen,  sonderndaß  jede  Reaktion  eine  bestimmte  Mengenempfindlich- 
keit und  damit  eine  konstante  Erfassungsgrenze  hat,  gewöhnlich 
ausgedrückt  in  Mikrogiamm  = y oder  jug  — Viooo  Milligramm  oder 
10“ 6 g (in  der  Mikrochemie  ist  die  Yolumeneinheit  der  Mikrotropfen 
— 1 cmm  und  die  Gewichtseinheit  1 y),  welche  die  geringste  Gesamt- 
menge nachweisbarer  Substanz  angibt.  Außerdem  ist  auch  die  Kon- 
zentration eines  Stoffes  in  seiner  Phase  für  den  Ausfall  der  Reaktionen 
maßgeblich,  denn  sie  zeigen  eine  bestimmte  Konzentrationsempfind- 
lichkeit. Für  histochemische  Nachweise  ist  so  die  Empfindlichkeits- 
grenze (oder  auch  Grenzkonzentration),  die  angibt,  in  wieviel 
Teilen  Lösungsmittel  ein  Teil  der  Substanz  eben  noch  nachweisbar 
ist,  meist  sogar  wesentlicher  als  die  Erfassungsgrenze,  welche  die 
gerade  noch  nachweisbare  Gesamtmenge  angibt;  denn  in  den  Histo- 
sy stemen  sind  die  Stoffe  doch  durchweg  in  einem  bestimmten  Sub- 
strat gelöst  bzw.  adsorbiert  oder  komplex  gebunden  vorhanden. 

Verschiedene  Forscher  übertrugen  nun  ohne  weiteres  die 
Erfahrungen  der  Mikrochemie  mit  ihren  Erfassungs- 
grenzen auf  die  histochemischen  Verhältnisse  und  kamen 
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theoretisch-rechnerisch  zu  sehr  pessimistischen  Vorstellungen  über 
die  Leistungsfähigkeit  histochemischer  Methoden.  Einige  Beispiele 
aus  G.  Klein  (1928)  mögen  das  erläutern:  mikrochemische  Erfas- 
sungsgrenze für  Mg  als  Ammonium-Magnesiumphosphat  0,0012  y; 
P als  Ammonium-Magnesiumphosphat  0,008  y;  CI  als  Silberchlorid 
0,04  y ; Ca  als  Sulfat  0,04  y ; Jod  als  Jodstärke  0,17 y.  Da  nun  außerdem 
die  Empfindlichkeitsgrenze  eine  Rolle  spielt,  ist  Aluminium  mit  der 
Caesiumalaunreaktion  in  einem  Mikro  tropfen  Wasser  = 1 cmm  in 
einer  Menge  von  0,35  y nachweisbar,  also  in  der  immerhin  beträcht- 
lichen Konzentration  von  ca.  0,03%.  In  der  Histochemie  ist  eine  Er- 
fassungsgrenze von  0,000001  y bzw.  nach  Brunswik  (1923)  von 
0,02- — 0,000001  y wünschenswert.  Tatsächlich  sollen  jedoch  nach 
Klein,  Brunswik  u.  a.  nur  Mengen  zwischen  10 — 0,01  y nachweisbar 
sein.  So  wird  dann  theoretisch  bewiesen,  daß  der  Gehalt  der  Zelle 
an  Chlor,  z.  B.  als  KCl,  mehrere  Prozente  betragen  müßte,  um  über- 
haupt nachgewiesen  werden  zu  können.  Auch  das  oberflächen- 
katalytisch wirksame  Eisen  soll  nach  theoretischen  Überlegungen 
Mayrhofers  sich  nicht  nachweisen  lassen  (vgl.  Klein  S.  1018): 
Erfassungsgrenze  0,002  y (?).  Eine  würfelförmige  Zelle  von  30  ju 
Kantenlänge  mit  einem  Kubikinhalt  von  auf  gerundet  30000  ju3  und 
einem  spezifischen  Gewicht  = 1 würde  ein  Gewicht  von  0,03  y er- 
geben. Um  darin  die  Mindestmenge  Eisen  von  0,002  y nachweisen  zu 
können,  müßte  die  Zelle  also  rund  10%  enthalten,  oder  es  müßten 
eben  so  große  Zellkomplexe  untersucht  werden,  bis  die  Schwelle  der 
Empfindlichkeit  erreicht  wird.  Noch  unmöglicher  erscheint  eine 
solche  Berechnung  für  einen  Jodnachweis  als  Silber jodid  im  Kern: 
Im  Zellkern  soll  Jod  nicht  einmal  nachweisbar  sein,  wenn  er  ganz 
aus  reinem  Jodkalium  bestünde.  Dementsprechend  soll  ein  Nachweis 
z.  B.  von  Stoffwechselprodukten  nur  an  größeren  Gewebekomplexen 
oder  nach  den  Methoden  der  physiologischen  Chemie  durch  Anreiche- 
rung u.  dgl.  möglich  sein. 

Es  ist  das  Verdienst  von  F.  Timm  (1932),  in  einer  leider  schwer  zu- 
gänglich gebliebenen  Arbeit  mit  Nachdruck  auf  einige  grundsätz- 
liche Fehler  dieser  Auffassung  hingewiesen  zu  haben,  die  in 
ähnlicher  Form  z.  B.  auch  von  Policard,  Leulier,  Brunswik, 
Mayrhofer  u.  a.  vertreten  wurde.  Schon  früher  bemerkte  Gickl- 
horn  (1927),  daß  ,, solche  Berechnungen  vom  Standpunkt  des  Che- 
mikers aus  gewiß  instruktiv,  für  den  Biologen  aber  gegenstandslos 
sind,  da  für  ihn  ganz  andere  Verhältnisse  in  Betracht  kommen“. 
„Die  für  homogene  Medien  in  der  Literatur  normierten  Empfindlich- 
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keits-  und  Erfassungsgrenzen  können  keinen  Maßstab  für  die  Reak- 
tionen im  strukturierten  Substrat  darstellen,  sondern  sind  erst  zu 
bestimmen“,  da  die  betreffenden  Substanzen  eben  durchweg  in  den 
Histosystemen  nicht  in  diffuser,  völlig  gleichartiger  Verteilung  vor- 
liegen, sondern  meist  irgendwie  „geformt“,  an  ein  bestimmtes  Sub- 
strat gebunden  und  dort  lokalisiert  sind. 

Nach  Timm  sind  die  „Einheiten  der  Mikrochemie  (y  und  cmm) 
millionenfach  zu  groß“,  denn  die  Längeneinheit  des  Histologen  ist 
nicht  wie  für  den  Mikrochemiker  1 mm,  sondern  1/1000  mm  oder  1 /u. 
Ein  Würfel  von  dieser  Kantenlänge  würde  als  Wasser  10“12  g wiegen, 
und  dafür  führt  Timm,  um  „Diskrepanzen  in  den  Zehnerpotenzen“  zu 
vermeiden,  eine  neue  Gewichtseinheit  ein:  Digamma  F = 10“ 6 y.  Die 
folgende  Tabelle  soll  die  Gewichts-  und  Volumeneinheiten  der  Mikro- 
chemie und  der  Histochemie  nach  Timm  vergleichend  gegenüberstellen : 


Gewicht : 


Volumen: 

1 ccm 
1 cmm 

1/1 000  cmm  = 10“ 3 cmm 
1000  c/i  ==  10“ 6 cmm 


i g 

1 mg  = 10“ 3 g 
1 y = 10“6  g = 10“  3 mg 
1 my  (Milligamma)  = 10" 9 g 


= IO“6  mg  = 10“  3 y 

1 f (Digamma)  = 10“12  g = 10“9  mg  1 c/u 
= 10“6  y = 10“ 3 my 

Auch  L.  Lison  kommt  zu  entsprechenden  Schlußfolgerungen  und 
führt  in  dieser  Beziehung  Mayrhofers  Beispiel  des  Fe-Mikronach- 
weises  weiter  aus : Vor  Aufkommen  der  Mikrochemie  lag  die  Erfassungs- 
grenze des  Eisens  durch  die  Berlinerblaureaktion  bei  0,02  mg;  durch 
das  Arbeiten  mit  Mikrotropfen  von  1 cmm  konnte  die  Empfindlichkeit 
bis  auf  0,002  y vorgetrieben  werden.  In  der  Histochemie  aber  handelt 
es  sich  oftmals  um  Granulationen  von  lju  deren  Volumen  ungefähr 
0,5  c/i  und  deren  Gewicht  (spezifisches  Gewicht  angenommen  als  2) 
ungefähr  1 x 10"6  y beträgt.  Wenn  nun  auf  diese  Eisenverbindung 
Kaliumferrocyanid  einwirkt,  dann  steigt  das  Gewicht  des  entstehen- 
den Berliner  Blau  (Molekulargewicht  von  [Fe(CN)6]3Fe4  = 872)  auf 
das  Vierfache  (4  Fe  = 224),  und  damit  die  Erfassungsgrenze  min- 
destens auf  2,5  X 10“7y.  Die  histochemische  Eisenreaktion  ist  also 
10  000  mal  empfindlicher  als  die  mikrochemische  Erfassung  im  Mikro- 
tropfen, und  damit  wird  die  von  Brunswik  geforderte  Erfassungs- 
grenze durchaus  erreicht.  Nach  Policard  (1934)  soll  mit  Hilfe  der 
Mikroveraschung  auf  Grund  der  Aschengelbfärbung  sogar  eine  Menge 
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von  3,74  x 10~7  y Eisen  nachweisbar  sein.  Damit  übertreffen  die 
histochemischen  Nachweismethoden  die  spektralanalytischen,  deren 
Grenzen  zwischen  0,1 — 0,01  y liegen,  nm  das  50 000 fache!  Allerdings 
läßt  sich  bisher  nichts  sagen  über  die  Empfindlichkeitsgrenze.  Lison 
muß  offen  lassen,  ob  die  konzentriert  nachweisbare  Menge  Eisen  von 
2,5  X 10“ 7 y,  in  einer  Struktur  von  10  /u  0 verteilt,  ebensogut  erfaßbar 
ist.  Hier  offenbart  sich  ein  großer  Mangel  der  Histochemie:  sie 
erlaubt  zwar  den  Nachweis  von  Stoffen  in  lokalisierter 
Form,  aber  ermöglicht  keine  bestimmten  Vorstellungen 
über  die  Quantität  und  Konzentration  dieser  Stoffe. 

Die  histochemischen  Reaktionen  sind  nach  Art  und  Leistungsfähigkeit 
so  verschieden,  daß  eine  Gruppierung  zweckmäßig  erscheint.  Wir  wollen 
sie  einteilen  in  Färb-,  Fällungs-,  Kristall-,  Löslichkeits-  und  optische  Re- 
aktionen (also  mikrochemische  Analyse  auf  Grund  physikalischer  Eigen- 
schaften). Die  letzte  Gruppe  spielt  in  der  tierischen  Histochemie  eine  viel 
geringere  Rolle  als  in  der  botanischen. 

Anschließend  seien  kurz  die  Hauptnachweismethoden  der  wichtigsten 
Stoffgruppen  vom  histophysiologischen  Standpunkt  aus  kritisch  betrachtet. 
Natürlich  kann  es  nicht  Aufgabe  eines  Grundrisses  der  Histophysiologie 
sein,  genaue  Anweisungen  zur  Durchführung  der  Reaktionen  zu  geben. 
Dafür  sei  auf  die  Angaben  bei  Romeis,  Peterfi,  Lison  u.  a.  verwiesen. 

2.  Farbreaktionen 

Nachdem  früher  mehr  oder  minder  ausgesprochen  alle  histologi- 
schen Färbemethoden  im  chemischen  Sinne  gewertet  wurden,  wissen 
wir  heute,  daß  diese  Färbungen  überwiegend  als  elektrostatisch 
bedingte  Adsorptionen  zu  deuten  sind  (s.  Kap.  IV).  Aber  es 
verbleiben  einige  Färbungen,  die  erst  durch  chemische  Reaktionen 
zwischen  Reagens  und  Substrat  ermöglicht  werden,  bzw.  bei  denen 
aus  der  elektiven  Färbung  auf  die  besondere  chemische  Natur  der 
Substanzen  geschlossen  werden  kann. 

Als  typisches  Beispiel  sei  die  von  Feulgen  und  Rossenbeck  angegebene 
Reaktion  auf  Thymonucleinsäure  (oder  auchThymusnucleinsäure,  da  sie  zuerst 
aus  isolierten  Zellkernen  der  Thymusdrüse  gewonnen  worden  war)  aufgeführt 
(sog.  Nuclealreaktion).  Durch  Hydrolyse  der  Chromatinstrukturen  bei  etwa 
60°  (die  Zeitdauer  muß  sich  nach  der  Fixierung  richten,  vgl.  Bauer  1932) 
werden  die  Purinkörper  aus  dem  Verbände  der  Nucleinsäure  abgespalten 
(vgl.  S.  228),  wodurch  reduzierende  Aldehydgruppen  frei  werden,  die  sich 
mit  fuchsinschwefliger  Säure  zu  einem  intensiv  rotvioletten  Farbstoff  ver- 
binden. Diese  Reaktion  ist  sowohl  an  Ausstrich-  wie  Schnitt-  und  Total- 
präparaten durchzuführen.  Sie  erweist  sich  schon  dadurch  als  chemische 
Reaktion,  daß  mit  einer  durch  Natriumbisulfit  und  Salzsäure  entfärbten 
Lösung  von  Fuchsin  gefärbt  wird,  wobei  der  Farbkörper  erst  im  Substrat 
durch  Verbindung  mit  den  frei  gewordenen  Aldehydgruppen  entsteht.  Die 
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Reaktion  ist  sehr  empfindlich  und  bei  genauer  Beachtung  der  Vorschriften 
elektiv.  Außer  Aldehyden  soll  nur  freies  Brom  entsprechend  reagieren, 
nach  Lison  außerdem  gewisse  Ketone,  katalytische  Oxydationssysteme  u.  a. 
Andere  Nucleinsäuren,  wie  z.  B.  Hefe-  und  Triticonucleinsäure,  geben  die 
Reaktion  nicht.  Andererseits  erfolgt  Färbung  auch  ohne  Hydrolyse  (als 
Kontrolle  daher  manchmal  notwendig!)  unter  Umständen  bei  Volutin, 
Stärkekörnchen  und  elastischen  Fasern  (vgl.  Bauer  1932);  mit  Hydrolyse 
z.  B.  an  den  Kauzähnen  im  Magen  einer  Bryozoe  u.  a.  Außerdem  soll  nach 
Feulgen  und  Voit  im  Plasma  eine  Substanz  von  Lipoidcharakter,  Plasma- 
logen, vorhanden  sein,  die  unter  Umständen  als  ,,Plasmal“  — nach  Säure 
oder  Sublimatbehandlung  — auch  positiv  mit  fuchsinschwefliger  Säure - 
reagiert.  Daher  ist  nach  Feulgen  vor  Anwendung  der  Reaktion  mit  Alkohol 
zu  extrahieren  und  außerdem  ein  Kontrollpräparat  ohne  Hydrolyse  an- 
zufertigen. Trotz  dieser  Einschränkungen  hat  die  Nuclealreaktion  auch 
als  cytologische  Methode  vor  allem  für  Chromosomen-  und  Zellkernunter- 
suchungen infolge  ihrer  Elektivität  große  Bedeutung  erlangt.  Nach  Unter- 
suchungen von  Verne  (1936)  scheint  auch  die  Plasmalreaktion  in  der  Histo- 
chemie  wertvoll  zu  sein,  da  der  Plasmalgehalt  verschiedener  Gewebe  un- 
gleich ist,  und  bestimmte  Umsatzprozesse  z.  B.  in  Fettröpfchen  u.  ä.  sich 
mit  Hilfe  der  Plasmalreaktion  nachweisen  lassen. 

Von  den  vitalen  Färbungen  kann  wahrscheinlich  die  Alizarin- 
f ärbung  der  wachsenden  Knochensubstanz  als  eine  chemische  Reak- 
tion gedeutet  werden  (vgl.  S.  91). 

Allgemein  bekannt  ist  wohl  die  recht  empfindliche  Jodreaktion 
auf  Stärke  (Erfassungsgrenze  0,17  y)  und  Glycogen,  deren  Wesen 
aber  noch  nicht  ganz  aufgeklärt  ist.  Nach  der  am  besten  begründeten 
Auffassung  handelt  es  sich  um  einen  Adsorptiojisvorgang,  nach  einer 
anderen  um  eine  chemische  Verbindung. 

Auch  die  Ninhydrinreaktion  der  Eiweißkörper  (von  Berg  in 
die  histologische  Technik  eingeführt)  beruht  auf  einer  Farbstoff- 


bildung derselben  mit  dem  Reagens 


Ninhydrin  C6H4 


Nach  Abderhalden  und  Schmidt  soll  Ninhydrin  äußerst  empfind- 
lich auf  Verbindungen  reagieren,  die  in  a- Stellung  zur  Carboxyl- 
gruppe  Aminogruppen  enthalten.  Es  reagiert  zwar  auch  noch  mit 
einigen  anderen  Körpern,  die  jedoch  meist  leicht  auszuschließen  sind. 
Berg  wies  darauf  hin,  daß  bei  der  Reaktion  der  entstandene  Farb- 
stoff sich  oft  sekundär  wie  ein  saurer  Farbstoff  in  den  Geweben  ver- 
teilt und  Strukturfärbungen  hervorruft.  Es  muß  also  zwischen  der 
eigentlichen  Reaktion  in  situ  und  der  sekundären  Farbstoffadsorption 
unterschieden  werden. 

Nitroprussidnatrium  (Na2FeNO(CN)5  -f  2 H20)  liefert  mit 
Salzen  von  Schwermetallen  grünliche,  unlösliche  Nitroprussidver- 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  9b 


138 


Histochemie 


bindungen  und  kann  daher  zum  Nachweis  von  Kupfer-  und  Zink- 
salzen verwandt  werden.  Außerdem  reagiert  es  mit  Glutathion  und 
dient  auch  als  Reagens  auf  diesen  zellbiologisch  wahrscheinlich  sehr 
wesentlichen  Stoff  (vgl.  S.  163). 

Neuerdings  führte  0.  Carere  Comes  (1938)  ein  besonderes 
Reagens  für  Kalium  ein,  das  im  wesentlichen  Natriumdipikryla- 
min enthält  ( Siena -Aurantia -Lösung  von  Hollborn).  Dieser  Farbstoff 
reagiert  allem  Anschein  nach  ausschließlich  mit  Kalium  Verbindungen 
und  färbt  z.  B.  in  formolfixierten  Schnittpräparaten  elektiv  quer- 
gestreifte Muskulatur,  sowie  Erythroblasten  und  Erythrocyten.  Diese 
Zellen  sind  bekanntlich  relativ  kaliumreich.  Die  Methode  ist  so  emp- 
findlich, daß  mit  ihrer  Hilfe  die  Differenzierung  der  Erythroblasten 
von  der  myeloischen  Reihe  der  Knochenmarkszellen  frühzeitiger  nach- 
gewiesen werden  kann  als  mit  anderen  Färbungstechniken.  Voraus- 
setzung der  Methode  ist  allerdings,  daß  das  Kalium  irgendwie  in  den 
Gewebskolloiden  fester  verankert,  vielleicht  adsorbiert,  vorliegen  muß, 
da  es  sonst  durch  die  Behandlung  der  Präparate  ausgewaschen  würde. 

Hier  können  — unter  Vorbehalt  IS-  vielleicht  auch  manche  hi- 
stologischen Färbungen  mit  Eosin  und  anderen  sauren  Farb- 
stoffen aufgeführt  werden.  Eosin  vermag  mit  Eiweißkörpern  an- 
scheinend Salze  zu  bilden  (vgl.  S.  99),  und  überdies  ist  die  Affinität 
des  Eosins  zu  bestimmten  Eiweißstrukturen  nicht  in  dem  Maße  von 
den  Ladungsverhältnissen  abhängig  wie  bei  anderen  sauren  Farb- 
stoffen (Ries  und  Gersch  1936).  Bekanntlich  hat  Eosin  zum  Haemo- 
globin  und  verschiedenen  Granulis  große  Affinität.  Als  gewisses 
Kriterium  einer  solchen,  auf  einer  chemischen  Verbindung  mit  dem 
Substrat  beruhenden  Eosinfärbung  kann  vielleicht  die  Resistenz 
dieser  Färbung  gegenüber  Differenzierung  in  Ammoniak-Alkohol 
dienen. 

Die  meisten  sogenannten  Fermentreaktionen  beruhen  auf  der 
Synthese  eines  Farbstoffes,  oft  aus  einer  Leukoform  oder  ungefärbten 
Verbindung  in  den  Substraten.  So  soll  sich  die  sogenannte  Indo- 
phenolblausynthese aus  a-Naphthol  und  Dimethyl-p-phenylendia- 
min  bei  Beachtung  bestimmter  Vorschriften  ausschließlich  in  oxydase- 
haltigen  Strukturen,  wie  z.  B.  den  Granulis  vieler  Leukocyten,  voll- 
ziehen. Ähnliches  gilt  für  den  Nachweis  von  Peroxydasen  mit  Hilfe 
der  Benzidinreaktion,  und  den  eines  tyrosinase-ähnlichen  Oxyda- 
tionsfermentes mit  Dioxyphenylalanin  durch  Schwärzung  zum  soge- 
nannten Dopamelanin.  — In  gewisser  Weise  ist  auch  die  Färbung 
mit  Leukomethylenblau  als  histochemische  Färbungsreaktion  anzu- 
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sehen,  während  die  von  Unna  angegebene  ,,  Neutral  violettfärbung“ 
(durch  die  reduzierende  saure  Eiweiße  mit  Neublau  blau,  oxydierende 
saure  Eiweiße  mit  Neutralrot  rot  gefärbt  werden  sollen)  zweifellos 
nicht  als  histochemische  Reaktion  zu  werten  ist  (vgl.  die  Kritik  von 
Hirsch  und  Buchmann  u.  S.  196). 

Echte  chemische  Farbreaktionen  stellen  dagegen  die  Eisennach- 
weise als  Turnbullblau,  Berlinerblau  oder  Rhodaneisen  dar,  die  zu- 
dem allen  Anforderungen  eines  lokalisierten  histochemischen  Nach- 
weises genügen;  vorausgesetzt,  daß  die  Vorfixierung  des  Gewebes 
Verschleppung  von  Eisen  vermeidet  und  die  Strukturen  erhalten 
bleiben  (s.  S.  152). 

Auf  grundsätzlich  anderen  Erscheinungen  beruhen  die 
histochemischen  Nachweise  von  Fetten  und  Lipoiden 
durch  Färbung  mit  Sudan  III,  Scharlachrot  u.  a.  neutralen 
Farbstoffen,  von  denen  neuerdings  Sudanschwarz  von  Lison 
besonders  empfohlen  wird.  Hier  kommt  eine  mehr  oder  minder 
elektive  Färbung  dadurch  zustande,  daß  der  Farbstoff  praktisch 
wasserunlöslich  und  gut  fettlöslich  ist  und  bei  Angebot  aus  einer  ver- 
dünnten alkoholischen  Lösung  von  Fetten  und  Lipoiden  angereichert 
wird,  während  das  Plasma  relativ  sehr  viel  schwächer  gefärbt  wird. 
Es  handelt  sich  also  um  ein  rein  physikalisches  Phänomen.  Bei  einigen 
„ wirklichen“  Farbstoffen  (vgl.  S.  98),  wie  z.  B.  Nilblausulfat,  ist 
nur  die  Farbbase  fettlöslich,  so  daß  bei  Anfärbung  von  Neutralfetten 
mit  dem  blauen  Farbsalz  eine  Rotfärbung  durch  die  rote  Farbbase 
eintritt.  Sind  jedoch  in  der  Fettphase  fettlösliche  Säuren  vorhanden, 
so  kann  in  ihr  eine  erneute  Farbsalzbildung  und  dementsprechend 
Blaufärbung  eintreten.  Darauf  beruht  die  allerdings  keineswegs  zu- 
verlässige Gruppentrennung  von  Neutralfetten  und  Fettsäuren  mit 
Nilblausulfat  (s.  S.  175).  (Für  die  metachromatische  Färbung  als 
histochemische  Nachweismethode  vgl.  S.  181). 

3.  Fällungs-  und  Imprägnationsreaktionen 

Sowohl  bei  den  Imprägnationen  als  auch  bei  den  Fällungen  ist 
eine  genaue  Lokalisierung  innerhalb  der  Zellen  oft  er- 
schwert. Das  Reaktionsprodukt  wird  vielfach  verlagert  und  sekun- 
där niedergeschlagen  oder  adsorbiert.  So  erhält  man  z.  B.  bei  Be- 
handlung mit  Osmiumsäure  oder  Reduktion  von  Gold-  oder  Silber- 
salzen oft  Niederschläge  an  Membranen  und  Phasengrenzen,  die 
irgendwie  physikalisch  bedingt  sein  müssen,  nicht  aber  dem  wirklich 
natürlichen  Vorkommen  der  nachzuweisenden  Substanz  zu  ent- 
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sprechen  brauchen.  Sie  dürfen  daher  nicht  ohne  weiteres  histo- 
chemisch  ausgewertet  werden.  Außerdem  adsorbieren  viele  Gewebs- 
kolloide  Schwermetallsalze  bzw.  die  Gewebskolloide  verbinden  sich 
mit  den  Reagenzien  (vgl.  z.  B.  die  Chromspeicherung  in  den  Geweben 
nach  Fixierung  mit  Chromsäure  oder  Chromaten  S.  122),  so  daß  bei 
sekundärer  Reaktion  in  ihnen  eine  Imprägnation  erfolgt,  die  keine 
histochemische  Reaktion  darstellt. 

Weiterhin  ist  bei  Fällungsreaktionen  stets  damit  zu  rechnen,  daß 
vor  Eintritt  der  Reaktion  eine  Verlagerung  der  nachzuweisenden 
Substanz,  etwa  durch  Diffusion,  stattgefunden  haben  kann,  bzw. 
auch  damit,  daß  das  Reagenz  nicht  gleichmäßig  vorzudringen  ver- 
mag, wie  z.  B.  die  kolloide  Lösung  von  Phosphormolybdänsäure, 
und  daher  nur  in  bestimmten  Zonen  mit  lockeren  Strukturen  oder 
interzellulären  Hohlräumen  reagiert  (vgl.  S.  132).  Außerdem  er- 
scheinen Fällungen  und  Imprägnationen  häufig  unter  dem  Bilde 
der  Liesegangschen  Ringe,  d.  h.  es  wechseln  Zonen,  in  denen  die  Re- 
aktion stark  ausfällt,  periodisch  mit  solchen  ab,  in  denen  sie  nur  ein 
geringes  Ausmaß  zeigt  oder  überhaupt  fehlt.  In  solchen  Fällen 
liefert  das  Fällungsbild  natürlich  eine  ganz  ungenaue  Vorstellung 
von  der  topographischen  Verteilung  der  Substanz  im  Gewebe  oder 
Organ. 

Andererseits  sind  die  Fällungsreaktionen  oft  dadurch  von  vorn- 
herein recht  auffällig  und  auch  empfindlich,  weil  sie  gleichzeitig 
Farbenreaktionen  darstellen.  In  anderen  Fällen  müssen  die  Fällungs- 
produkte jedoch  zur  besseren  Sichtbarkeit  in  gefärbte  Verbindungen 
überführt  oder  sekundär  unlöslich  gemacht  werden.  So  wird  z.  B. 
Calciumphosphat  zunächst  durch  salpetersaure  Lösung  von  molyb- 
dänsaurem Ammonium  in  molybdänsaures  Ammoniumphosphat 
überführt,  darauf  durch  Zinnchlorür  reduziert,  so  daß  sich  nun  an  den 
Stellen,  an  denen  ursprünglich  Calciumphosphat  vorhanden  war, 
das  intensiv  blaue  Molybdänoxyd  findet.  Nach  Lison  soll  diese 
Methode  jedoch  völlig  unzulänglich  sein,  da  es  sich  hierbei  um  eine 
reine  Molybdänreaktion  handelt,  die  zwar  in  der  Chemie  zum  in- 
direkten Phosphornachweis  ausreicht,  in  der  Histochemie  jedoch 
versagt,  weil  die  Gewebskolloide  bekanntlich  Substanzen, 
vor  allem  Schwermetalle,  adsorbieren  und  so  zurück- 
halten. Das  Auswaschen  des  molybdänsauren  Ammoniums  soll 
nicht  genügen,  um  diese  Fehlerquelle  auszuschalten.  Entsprechendes 
gilt  nach  Lison  auch  für  die  sekundären  Silberimprägnationen,  bei 
denen  das  Silbersalz,  das  von  bestimmten  Substanzen  oder  Struk- 
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turen  zurückgehalten  wurde,  sekundär  durch  das  Licht  oder  ein 
Imprägnationsmittel  reduziert  wird.  Daß  es  sich  dabei  kaum  um 
verläßliche  chemische  Reaktionen  handeln  kann,  ergibt  sich  nach 
Lison  schon  daraus,  daß  ein  Calciumphosphatnachweis  mit  Silber- 
salzen von  Kossa  identisch  ist  mit  einem  Uratnachweis  von  Hol- 
lande; ein  Calciumnachweis  von  Gohs  einer  Imprägnationsmethode 
von  Cajal  sowie  der  Darstellung  des  Golgiapparates  entspricht; 
Chloridnachweise  von  Leschke,  Macallum,  Groebbels  gleichzeitig 
Methoden  zur  Imprägnation  von  Zellgrenzen  darstellen.  Gerade 
die  Imprägnation  der  Kittleisten  mit  Silbernitrat  z.  B.  beruht  sicher 
nicht  auf  dem  Vorkommen  von  Chloriden,  denn  sie  ist  auch  nach 
verschiedenster  Vorbehandlung  und  gründlichem  Auswaschen  mög- 
lich und  kann  ebenso  mit  Berlinerblau  eintreten,  wenn  das  Gewebe 
erst  mit  Kaliumferrocyanid  und  darauf  mit  einem  Ferrisalz  behandelt 
wird.  Das  Kittleistensubstrat  adsorbiert  also  wohl  Metallsalze,  die 
erst  sekundär  die  Fällungs-  und  Farbreaktionen  ermöglichen. 

Eine  außerordentliche  Empfindlichkeitssteigerung  einiger 
Metallnachweise  gelang  F.  Timm  (1932,  1936)  durch  Fällung  der 
Metallverbindungen  als  Sulfide  durch  Schwefelwasserstoff  und 
Untersuchung  der  Schliffe  oder  Schnitte  im  Dunkelfeld.  Dieses 
neue  Verfahren  sei  wegen  seiner  allgemeineren  Bedeutung  kurz 
an  dem  Beispiel  des  Bleinachweises  in  Hartgeweben  hier  ausgeführt. 

Es  war  bekannt,  daß  normalerweise  bei  allen  Menschen  Blei  vor 
allem  in  den  kalkhaltigen  Geweben  abgelagert  wird  und  an  Menge 
mit  dem  Alter  zunimmt.  Dies  konnte  durch  Ersatz  des  normalen 
Bleies  durch  ein  radioaktives  Isotop,  durch  Bleibestimmung  in  der 
Knochensubstanz  und  auch  funkenspektographisch  nach  gewiesen 
werden.  Nach  diesen  Befunden  konnte  ein  Gehalt  von  0,1  — 0,2  mg  Pb 
in  3 g Knochenasche  noch  als  normal  angesehen  werden,  noch  hö- 
herer Gehalt  war  bei  Bleivergiftung  z.  B.  als  Berufskrankheit  fest- 
zustellen. Aber  mit  den  angegebenen  Methoden  ließ  sich  kaum  Ge- 
naueres über  Lokalisierung  und  Transport  des  Bleies  im  Körper 
erfahren,  denn  die  funkenspektographische  und  mikrochemische  Er- 
fassungsgrenze liegt  bei  0,1  y und  die  quantitative  Bestimmungs- 
grenze bei  etwa  10  y.  Wünschenswert  war  daher  eine  Methode,  die 
z.  B.  in  einem  10  /u  dicken  Querschnitt  eines  größeren  (0,3  mm) 
Haversschen  Systems  etwa  30 — 40  ß (1  Digamma  = 10~12  g)  Blei 
erfassen  könnte.  ,,Ein  Bleisulfidteilchen  von  der  Größe  eines  kleinen 
Coccus  (1  ju)  wiegt  etwa  4 ß und  ein  0,5  ^ großes,  gerade  noch  sicht- 
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bares  0,4  F,  so  daß  im  Querschnitt  eines  Haversschen  Systems 
immerhin  eine  größere  Anzahl  Teilchen  dieser  Größe  sichtbar  sein 
könnte. “ Nun  wird  aber  das  Blei  wohl  ebensowenig  wie  Calcium- 
phosphat in  Körnchen  von  mikroskopischen  Dimensionen  vor- 
liegen, sondern  viel  feiner  verteilt  sein  und  daher  auch  bei  Über- 
führung in  das  dunkle  Sulfid  als  solches  unsichtbar  bleiben.  Wahr- 
scheinlich findet  sich  das  Blei  im  Knochen  als  tertiäres  Phosphat. 
Bei  Überführung  in  Sulfid  durch  Behandlung  des  frischen  Knochens  mit 
Schwefelwasserstoff  sind  Verlagerungen  nicht  zu  befürchten,  da  Blei- 
sulfid sehr  wenig  löslich  ist.  Auch  wird  bei  schonender  Entkalkung 
z.  B.  mit  30°/o  Ameisensäure  in  Gegenwart  von  Schwefelwasserstoff 
keine  Verschleppung  eintreten.  Durch  die  Säure  wird  aber  möglicher- 
weise vorhandenes  Eisensulfid  herausgelöst  werden.  Dagegen  sind 
die  Sulfide  von  Silber,  Kupfer,  Wismut,  Arsen  und  Zinn  auch  in 
Säuren  unlöslich,  von  denen  vor  allem  Kupfer  und  Zinn  normaler- 
weise im  Knochen  vorhanden  sein  werden.  Kupfersulfid  kann  aber 
nun  in  Kaliumcyanidlösung,  Zinnsulfid  in  gelbem  Schwefelammon 
gelöst  und  so  aus  dem  Knochen  entfernt  werden.  Technisch  ging 
Timm  folgendermaßen  vor : Knochenscheiben  werden  in  mit  Schwefel- 
wasserstoff gesättigtem  Alkohol  fixiert,  in  Schwefelwasserstoff-ge- 
sättigter 30°/oiger  Ameisensäure  entkalkt,  in  5°/0  Natriumsulfat- 
lösung und  in  Schwefelwasserstoff-gesättigtem  destilliertem  Wasser 
säurefrei  gewaschen  und  darauf  auf  dem  Gefriermikrotom  geschnitten. 
Der  ungefähre  Bleigehalt  gibt  sich  dann  schon  an  der  verschiedenen 
Brauntönung  zu  erkennen.  Sehr  viel  genauer  und  feiner  aber  ist 
die  Lagerung  des  Bleies  im  Dunkelfeld  zu  beobachten,  da  nun  auch 
die  feinsten  Bleisulfidteilchen  weißglänzend  auf  homogenem  dunklen 
Grunde  aufleuchten  (Abb.  31a).  Um  jedoch  das  Eigenleuchten  der  Ge- 
webe völlig  auszuschalten,  ist  als  Einbettungsmedium  nicht  in  Xylol 
gelöster  Kanadabalsam,  sondern  in  Brombenzol  gelöster  zu  verwenden, 
da  die  Gewebe  infolge  des  höheren  Brechungsexponenten  (1,56)  hierin 
optisch  leer  werden.  Auf  dieselbe  Weise  läßt  sich  das  Blei  auch  in 
den  Zähnen  (E.  Höhne  1936),  besonders  in  den  Dentinkanälchen, 
dann  aber  auch  in  der  Grundsubstanz,  sowie  die  Zunahme  des  Blei- 
gehaltes mit  dem  Alter  in  den  Hartgeweben  und  endlich  auch  vor 
allem  bei  Bleivergiftung  eine  stärkere  Bleianreicherung  in  den  Wan- 
dungen der  Arterien  nachweisen  (H.  Kratzsch  1937).  Vor  allem  sind 
größere  Bleimengen  in  sklerotisch  veränderten  Gefäßen  festzustellen. 

Auf  diese  Weise  lassen  sich  aber  natürlich  auch  andere  Metalle 
erfassen.  So  kann  z.  B.  die  Abwanderung  von  Ionen  aus  einem  in 
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Agar- Gel  eintauchenden  Silberstab  nach  Überführung  in  Sulfid 
durch  das  Aufleuchten  erkannt  werden,  und  vor  allem  ist  es  auch 
möglich,  die  „ vitale  Durchströmung  des  Zahnbeins“  mit  Amalgam- 
teilchen von  Amalgamfüllungen  zur  Pulpa  nachzuweisen  (Abb.  31b). 


a ) b) 


Abb.  31.  a)  Bleinachweis  nach  Timm  im  Oberschenkelknochen  eines  32  jährigen 
Mannes  (Dunkelfeldaufnahme).  Orig,  von  F.  Timm.  — b)  Längsschnitt 
durch  die  Zahnkrone  eines  vitalen,  amalgamgefüllten  Zahnes  nach  Schwefel- 
wasserstoffbehandlung. Oben  links  befand  sich  die  Füllung  und  von  hier 
aus  zieht  ein  Strom  von  spurenweise  in  Lösung  gegangenen  Amalgam  - 
bestandteilen  in  den  Dentinkanälchen  zur  Pulpa  rechts  unten.  Außer- 
dem verbreiten  sich  die  Teilchen  durch  Diffusion  im  Dentin.  — Nach 

H.  Uhlig  (1936). 

Weiterhin  ist  die  Speicherung  von  Quecksilber,  Gold  und  Silber  in 
Leber-  und  Nierenzellen  und  anderen  Geweben  nach  Vergiftung  mit 
entsprechenden  Metallverbindungen  deutlich  zu  machen.  Vor  allem 
aber  hat  diese  Nachweismethode  von  Timm  auch  noch  den  Vorzug,  daß 
Schwefelwasserstoff  sehr  leicht  eindringt  und  die  schwer  löslichen  Sul- 
fide wirklich  an  dem  natürlichen  Ort  des  Metallvorkommens  bildet,  die 
zudem  „so  gut  wie  keine  Neigung  zu  einer  Kristallkeimvergrößerung 
haben“. 
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4.  Kristallreaktionen 

Die  Kristallreaktionen  erlauben  zumeist  keine  genaueren 
cytologischen  Lokalisierungen,  da  sie  natürlich  in  noch  stär- 
kerem Maße  als  die  Fällungsreaktionen  an  einem  anderen  Orte  ent- 
stehen können,  nämlich  dort,  wo  nach  dem  Zelltod  der  gelöste,  nach- 
zuweisende Stoff  mit  dem  Reagens  in  genügender  Menge  zusammen- 
trifft. Weiterhin  verhindert  dann  das  Wachstum  der  Kristalle,  von 
den  ursprünglich  gebildeten  Kristallkeimen  ausgehend,  jede  richtige 
Vorstellung  von  der  ursprünglichen  Verteilung  des  nachzuweisenden 
Stoffes. 

Die  Identifizierung  der  Kristalle  erfolgt  nach  ihrer  Gestalt, 
Farbe,  Löslichkeit  in  verschiedenen  Reagenzien  und  nach  ihrem 
optischen  Verhalten.  Die  Kristallreaktionen  spielen  daher  auch  eine 
besonders  große  Rolle  beim  Nachweis  bestimmter  pflanzlicher 
Stoffe,  wie  z.  B.  von  Alkaloiden  und  Glycosiden,  wo  es  mehr  auf  den 
mikrochemischen  Nachweis  des  betreffenden  Körpers  als  auf  eine 
histochemische  Untersuchung  biologischer  Prozesse  ankommt  (vgl. 
vor  allem  G.  Klein  in  Petekei).  Auch  für  die  tierische  Histochemie 
von  Bedeutung  ist  der  Nachweis  einer  der  am  meisten  verbreiteten 
Aminosäuren,  des  Tyrosins,  durch  Ausfällung  mit  Alkohol  oder  Aceton 
in  Form  von  Nadeln  oder  Nadelbüscheln,  die  mit  Ninhydrin  Blau- 
färbung, mit  Millons  Reagens  Rotfärbung  und  mit  Salpetersäure 
Gelbfärbung  ergeben.  — • Das  in  tierischen  Zellen  allem  Anschein 
nach  meistens  vorhandene  Cholesterin  läßt  sich  in  Form  charak- 
teristischer Kristalle  mit  l°/0iger  Digitoninlösung  in  96°/0igem  Al- 
kohol nach  weisen.  Für  den  Nachweis  der  Fette  ist  ihre  Verseifbar- 
keit mit  Alkalien  von  Bedeutung.  Dabei  werden  die  Fettsäuren  frei, 
die  als  Alkalisalze  auskristallisieren  und  polarisationsoptisch  nach- 
gewiesen werden  können.  Häufig  treten  dabei  eigenartige  fädige  und 
tropfige  Figuren  auf,  die  als  flüssige  Kristalle  angesprochen  werden 
und  als  „Myelinformen“  bekannt  sind. 

Aber  auch  anorganische  Stoffe  lassen  sich  durch  Kristallreaktionen  nach- 
weisen,  so  z.  B.  Sulfat  in  Form  von  Gipskristallen  (langsame  Verdunstung 
nach  Einwirkung  von  Calciumchloridlösung)  Zum  Nachweis  von  organisch 
gebundenem  (maskiertem)  Schwefel  muß  vorher  verascht  bzw.  mit  Brom- 
dämpfen  behandelt  werden  (vgl.  Klein).  Anorganische  Phosphate  sind  als 
Phosphormolybdatkristalle,  Chlor  als  Silberchlorid  mit  Silbernitrat,  Nitrat 
als  Kristallnadeln  der  unlöslichen  Nitronnitratverbindung  mit  einer  Lösung 
von  Nitron  (entsteht  aus  Triphenyl-amino-guanidin  beim  Erhitzen  mit 
Ameisensäure)  in  verdünnter  Essigsäure  zu  erfassen;  Kalium  läßt  sich  als 
Kaliumchloroplatinat  mit  Platinchloridlösung  kristallin  ausfällen,  außerdem 
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zusammen  mit  Ammonium  mit  Natriumkobaltnitrit  (die  sich  bildenden 
Kristallniederschläge  sind  dann  noch  mit  Ammoniumsulfid  zu  schwärzen); 
Natrium  ist  mit  Uranylacetat ; Calcium  mit  Schwefelsäure  usw. ; Magnesium 
und  in  entsprechender  Weise  Mangan  durch  Natriumammoniumphosphat 
als  Ammoniummagnesiumphosphat;  Aluminium  als  Caesiumalaun  durch 
Caesiumchloridlösung  und  Schwefelsäure;  Kupfer  und  in  umgekehrter 
Reaktion  Blei  als  Kaliumkupferbleinitrit  durch  Essigsäure,  Bleiacetat, 
Kaliumnitrit  und  Ammoniumacetat  nachzuweisen. 


5.  Lösungs-  und  Fixationsreaktionen 

Die  Ergebnisse  der  physiologischen  Chemie  über  die 
Löslichkeit  verschiedener  Substanzen  in  bestimmten 
Lösungsmitteln  können  zunächst  nicht  ohne  weiteres 
auf  die  Histochemie  übertragen  werden,  da  dieselben 
Stoffe  in  den  Geweben  meist  nicht  im  gleichen  Reinheitsgrade  und 
vor  allem  auch  nicht  in  demselben  physikalischen  Zustande  vorliegen. 
So  erwähnt  Lison  die  Unlöslichkeit  reiner  Lipoide  in  Aceton  im  Ge- 
gensatz zu  der  Löslichkeit  von  Lipoidgemischen  mit  anderen  Fett- 
substanzen. Eiweißkörper  können  in  der  biologischen  Chemie,  nicht 
aber  in  der  Histochemie  durch  ihre  Löslichkeit  in  verschiedenen  Salz- 
lösungen getrennt  werden.  Trypanblau  ist  an  sich  leicht  löslich,  nach 
Speicherung  in  Zellgranulationen  sehr  schwer  bis  gar  nicht  löslich  usw. 

Vor  allem  zur  ersten  Orientierung  sind  jedoch  Lösungs-  und 
Fixationsreaktionen  oft  von  besonderem  Wert.  Fett-  und  Eiweiß - 
Substanzen  sind  vielfach  nicht  durch  ihr  optisches  Verhalten  zu  unter- 
scheiden, meist  aber  leicht  durch  ihre  Fixierbarkeit  und  ihr  Verhalten 
gegenüber  Fettlösungsmitteln  zu  trennen.  Andere  Substanzen,  Salze, 
viele  Stoffwechselprodukte  kommen  in  mehr  oder  weniger  leicht 
löslicher  Form  im  Plasma  vor  und  können  daher  nur  an  frischen 
Gefrierschnitten  oder  nach  Überführung  in  andere  Formen  nach- 
gewiesen werden.  Sie  stören  dementsprechend  auch  nicht  — nach 
absichtlicher  Behandlung  mit  Lösungsmitteln  — die  Nachweis- 
möglichkeit für  andere,  schwerer  diffusible  Stoffe. 

Als  Beispiel  für  eine  auf  diesem  Prinzip  beruhende  Gruppen- 
trennung von  höheren  und  niederen  Eiweißkörpern  ist 
hier  die  von  Berg  angegebene  Ninhydrinreaktion  niederer  Eiweiß - 
körper  zu  erwähnen.  An  sich  geben  alle  Eiweiß körper  mehr  oder  weniger 
ausgeprägt  diese  Reaktion.  Werden  jedoch  die  höheren  genuinen 
Eiweiße  durch  Formol  fixiert,  so  bleiben  nur  die  Eiweißabbaustufen 
ungefällt  und  dementsprechend  mit  Ninhydrin  reaktionsfähig. 
So  konnte  Berg  (1912,  20,  22,  27)  Eiweißspeicherung  und  Aufnahme 
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von  Eiweißabbauprodukten  nach  Eiweißfütterung  in  den  Leberzellen 
nach  vorheriger  Formolfixierung  nachweisen.  Auf  einem  entsprechen- 
den Prinzip  beruht  der  sogenannte  Lipoidnachweis  von  Ciaccio. 
Nach  Fixierung  in  Kaliumbichromat-Eisessig-Formol  und  Nach- 
chromierung sollen  nur  die  Lipoide  für  Fettlösungsmittel  unlös- 
lich fixiert  werden.  In  Paraffinschnitten  werden  daher  die  Fett- 
substanzen herausgelöst  und  für  die  nachfolgende  Färbung  mit 
Sudan  III  sollen  nun  nur  noch  die  Lipoide  in  Frage  kommen.  Es 
hegt  auf  der  Hand,  daß  eine  solche  Methode  bestenfalls  nur  Hin- 
weise liefern,  keineswegs  aber  als  mikrochemischer  Nachweis  ge- 
wertet werden  kann. 

Einige  Substanzen,  so  vor  allem  manche  Reservestoffe  und  Eiweiß - 
körper,  lassen  sich  auch  durch  Behandlung  mit  bestimmten  Fer- 
menten herauslösen,  wodurch  eine  Gruppenzuordnung  ermöglicht 
wird.  Am  meisten  verwendet  wird  wohl  die  Speichelprobe  für 
Glycogen:  Konnte  in  irgendeinem  Präparat  Glycogen  durch 
Jod  oder  Färbung  nach  Baueb  oder  Best  nachgewiesen  werden, 
so  ist  trotzdem  ein  Präparat  mit  Speichel,  der  bekanntlich  glycogen- 
lösende  Fermente  enthält,  zu  behandeln.  Fällt  an  dem  so  behandelten 
Schnitt  dann  die  Reaktion  auf  Glycogen  negativ  aus,  so  ist  das  ein 
weiterer  Beweis  dafür,  daß  es  sich  wirklich  um  Glycogen  handelt.  — 
Bevor  Fexjlgen  seine  Nuclealreaktion  beschrieb,  war  der  einzige 
einigermaßen  zuverlässige  Weg,  bestimmte  stark  färbbare  Eiweiße 
als  echte  Chromatinstrukturen  zu  identifizieren,  die  Behandlung  eines 
Präparates  mit  Pepsin- Salzsäure  einerseits,  mit  Nucleasen  anderer- 
seits. Wurden  die  Strukturen  schon  durch  Pepsin- Salzsäure  stärker 
verändert  bzw.  gänzlich  gelöst,  so  konnte  es  sich  kaum  um  Chro- 
matin im  engeren  Sinne  des  Wortes  (s.  S.  167)  handeln.  Dagegen 
läßt  sich  Chromatin  durch  Nucleasen  lösen,  die  z.  B.  aus  der  Milz 
durch  Extraktion  gewonnen  werden  können  (M.  van  Hebwebden 
1913,  1914).  Solche  Versuche  spielten  u.  a.  eine  Rolle  bei  der  Unter- 
suchung des  „Chromidiums“  von  Arcella  durch  Jollos,  das  durch 
Pepsin  gelöst  wurde,  wodurch  Hebtwigs  Vermutung  einer  „gene- 
rativen Funktion“  ausgeschlossen  werden  konnte,  und  bei  den  Unter- 
suchungen von  Jöbgensen  über  die  Entwicklung  von  Nucleolar- 
substanzen,  chromosomaler  Substanz,  vermeintlichen  Chromidien 
usw.  bei  oogenetischen  Prozessen  (vgl.  weiterhin  S.  237). 

Mehrere  neuere  Untersuchungen  ergaben  jedoch,  daß  die  ange- 
wendeten Nucleasen  keineswegs  spezifisch  wirken.  Das  Chromatin 
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von  Spermien  widersteht  ihnen,  während  Nißlschollen  und  auch  die 
metachromatischen  Granulationen  einiger  Protisten,  die  nach  der 
Nuclealreaktion  kein  Chromatin  enthalten,  aufgelöst  werden  (Webmel 
1927  u.  a.).  So  kommt  Webmel  zu  dem  Schluß,  daß  reine  Nucleasen 
bis  jetzt  noch  nicht  isoliert  wurden:  ,,zur  Zeit  sind  die  ,Nucleasen£ 
noch  vielmehr  ein  ganzes  Fermentarsenal“. 

Neuerdings  wurden  die  Lösungsreaktionen  mit  Hilfe  proteo- 
lytischer Fermente  vor  allem  von  E.  Hammabsten  und  T.  Caspebsson 
ausgebaut.  Die  Verdauung  kann  in  besonderen  Digestionsküvetten 
unter  fortdauernder  Beobachtung  des  Präparates  mit  einer  Trypsin- 
lösung aus  dem  Glycerinextrakt  von  Pankreastrockenpulver  nach 
Aktivierung  mit  Enterokinase  aus  Darmschleimhautpulver  durch- 
geführt werden.  Es  ergab  sich  dabei,  daß  durch  dieses  Trypsinprä- 
parat Nucleinsäure-Eiweißverbindungen  vollständig  gelöst  werden 
können.  Um  eine  Auflösung  des  Nucleins  zu  verhindern,  mußte  ein 
besonderes  Lösungsreagens  ausgearbeitet  werden,  das  die  Nuclein- 
säure  im  Augenblick  ihres  Freiwerdens  fällt.  Als  besonders  geeignet 
erwies  sich  eine  Lanthanionen  enthaltende  Trypsinlösung,  da  Lanthan 
,, durch  seine  hohe  Aktivität,  durch  seine  entladende  und  desolvati- 
sierende  Wirkung  die  Löslichkeit  der  Nucleinsäure  auf  praktisch 
gleich  Null  herabzusetzen  und  ihre  Valenzen  zu  blockieren  vermag“. 
Pepsinlösungen  erwiesen  sich  als  ungeeigneter,  da  sie  „gewisse,  für 
den  Zellkern  spezifische  niedrigere  Eiweißkörper,  die  Protamine“, 
nicht  angreifen  und  die  höheren  Eiweißkörper  nur  partiell  abgebaut 
werden. 

Bei  der  Auswertung  der  Lösungsreaktionen  (etwa  in  verschiedenen 
Säuren,  Alkalien,  Salzlösungen,  Fermenten  usw.)  bestimmter  Histo- 
elemente  (wie  z.  B.  mancher  Granulationen,  Fibrillen  usw.)  ist  jedoch 
stets  zu  beachten,  daß  ihre  Löslichkeit  in  vielen  Fällen  mehr 
von  dem  besonderen  physikalischen  Zustand,  ihren 
Dichte-  und  Kohäsionsverhältnissen  abhängig  ist  als 
von  der  eigentlichen  Löslichkeit  ihrer  chemischen  Grund- 
stoffe, und  weiterhin,  daß  manche  Lösungen  auf  einer  chemischen 
Veränderung  durch  das  Lösungsmittel  beruhen  können.  Die  von 
Unna  angegebene  Methode  der  Chromolyse  ist  schon  auf  S.  106  als 
zunächst  noch  histochemisch  unhaltbar  zurückgewiesen  worden. 

6.  Optische  Nachweismethoden 

Vor  allem  bei  den  Kristallreaktionen,  bei  der  Trennung  verschie- 
dener Fett-  und  Lipoidsubstanzen,  beim  Nachweis  von  Purinen, 
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Harnsäure,  Guanin,  Porphyrin,  Kalkablagerungen  (u.  a.  zur  Unter- 
scheidung der  verschiedenen  Modifikationen  von  Calciumcarbonat 
vgl.  S.  155)  ist  wichtig,  die  optischen  Eigenschaften  mit 
Hilfe  polarisierten  Lichtes  festzustellen.  Reguläre  Kristalle 
sind  einfachbrechend,  die  meisten  anderen  Kristalle  doppelbrechend. 
Dabei  ist  die  ,, optische  Einachsigkeit“  oder  ,, Zweiachsigkeit“,  „ge- 
rade“ oder  „schiefe“  Auslöschung  für  die  Zuordnung  zu  verschie- 
denen Kristallsystemen  entscheidend. 

Bei  der  Trennung  von  Fettsubstanzen,  Neutralfetten  und  Fett- 
säuren, Cholesterin  und  Lecithin  usw.  spielt  außer  der  Einfach-  oder 
Doppelbrechung  noch  eine  Rolle,  ob  die  Doppelbrechung  bei  Er- 
wärmen schwindet,  und  ob  dieser  Verlust  reversibel  oder  irreversibel 
ist  (vgl.  S.  177). 

Bei  der  spektroskopischen  Analyse  unterscheidet  Lison 
drei  verschiedene  histochemische  Methoden:  die  Mikrospektro- 
graphie  untersucht  das  Absorptionsspektrum  von  Histosystemen; 
die  Histospektrographie  hingegen  das  Emissionsspektrum  der 
im  elektrischen  Funken  auf  leuchtenden  Substanz  entsprechend  der 
Spektralanalyse ; die  Histofluoroskopie  erforscht  die  Fluores- 
cenzspektren. 

Die  Mikrospektrographie  hat  nur  geringe  Bedeutung  für  die  Histo- 
chemie, da  sie  zumeist  keine  feineren  Strukturuntersuchungen 
zuläßt.  Eine  gewisse  Bedeutung  erlangte  sie  nach  Lison  für  Unter- 
suchungen über  das  Cytochrom  und  die  Porphyrine. 

Die  Histospektrographie  setzt  eine  komplizierte  Apparatur  voraus. 
Sie  läßt  auch  noch  keine  so  feine  Lokalisation  zu,  daß  sie  schon  auf 
einzelne  Zellen  oder  gar  Zellstrukturen  anzuwenden  wäre.  (Der 
erfaßte  Bezirk  hat  jeweils  einen  Durchmesser  von  0,5 — -1  mm!) 
Die  Methode  beruht  darauf,  daß  ein  elektrischer  Funken  von  hoher 
Frequenz  an  vorher  mikroskopisch  markierter  Stelle  eines  Schnittes, 
der  auf  einem  leitenden  Objektträger  liegt,  zwischen  diesem  und 
einer  feinen  Elektrode  durchschlägt,  wobei  ein  Spektrogramm  auf- 
genommen wird.  Uber  Technik  und  Möglichkeiten  der  Histospektro- 
graphie berichtet  eine  zusammenfassende  Darstellung  von  Policard 
in  „Protoplasma“. 

Nach  R.  Meyer  (1935)  sollen  sich  mit  dieser  Methode  bis  zu  10-4  mg 
Eisen  erfassen  lassen,  wobei  die  Empfindlichkeit  stark  abhängig  ist  von 
der  Lichtstärke  des  Spektrographen.  Mit  Hilfe  einer  etwas  vereinfachten 
Apparatur  von  Gerlach  wurde  so  z.  B.  der  Eisengehalt  in  der  Leber  von 
Salamandern  verglichen  (ein  Hungertier  wies  im  Gegensatz  zu  dem  ge- 
fütterten Tier  Eisen  auf).  Die  Empfindlichkeit  wurde  geprüft  an  25 — 30  // 
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dicken  Gelatineschichten,  die  mit  abgestuften  Mengen  von  Eisenlösungen 
getränkt  worden  waren. 

Auch  die  Histofluoroskopie  (Mikrospektrofluoroskopie)  erfordert 
eine  besondere  Apparatur  (Ultraviolettlichtquelle,  Lichtfilter,  für 
UV-Lioht  durchlässigen  Beleuchtungsapparat,  Mikroskop). 

Sie  beruht  auf  dem  Prinzip,  daß  fluorescierende  Körper,  die  vom 
Licht  bestimmter  Wellenlängen  getroffen  werden,  ihrerseits  nun 
Licht  aussenden,  wobei  es  sich  nach  dem  Gesetz  von  Stokes  stets 
um  solches  von  größerer  Wellenlänge  handelt.  Werden  solche  Körper 
mit  ultraviolettem  Licht  bestrahlt,  so  leuchten  sie  dementsprechend 
in  sichtbarem  Licht  auf  und  können  nun  entweder  im  Dunkelfeld 
oder  bei  direkter  Durchleuchtung  (wobei  das  Auge  vor  dem  UV- 
Licht  besonders  zu  schützen  ist)  beobachtet  werden.  Die  fluores- 
cierenden  Eigenschaften  der  Augenlinse  waren  schon  1867  von 
Brewster  und  1869  von  Helmholtz  erkannt  worden.  Die  Histo- 
fluoroskopie ist  histochemisch  von  Bedeutung,  weil  das  Fluorescenz- 
spektrum  vielfach  eine  zuverlässige  Diagnose  ermöglicht,  während 
die  Farbe  der  aufleuchtenden  Körper  zunächst  nur  einen  ersten  Hin- 
weis gibt  (Porphyrine  leuchten  z.  B.  rot  auf).  Nach  Lison  wurde  die 
genaue  histochemisch-spektroskopische  Analyse  bisher  weniger  aus- 
gewertet gegenüber  den  Möglichkeiten,  bestimmte  Substanzen 
durch  ihr  farbiges  Aufleuchten  leicht  in  den  Geweben  auffinden 
und  auch  injizierte  fluorescierende  Farbstoffe  im  Körper  verfolgen 
zu  können.  Vor  allem  sind  bisher  Porphyrine  in  dieser  Weise 
untersucht  worden. 

Als  fluorescierende  Vitalfarbstoffe  wurden  u.  a.  Fluorescein, 
Trypaflavin  (z.  B.  von  Ellinger  und  Hirt),  Acridin,  Erythrosin 
u.  a.  verwandt.  Die  Versuche  ergaben  bisher  eine  besondere  Bedeu- 
tung dieser  Intravitalmikroskopie  mit  Hilfe  fluorescierender  Sub- 
stanzen für  die  Nierensekretion  und  weiterhin  auch  zur  Klärung 
chemotherapeutischer -Fragen  (vgl.  S.  16  u.  93).  (Bezüglich  des 
Nucleinsäurenachweises  mit  ultraviolettem  Licht  vgl.  S.  226). 

7.  Biologische  Reaktionen 

Am  bekanntesten  ist  die  Engelmannsche  Bakterienmethode, 
die  auch  bei  zoologischen  Untersuchungen  vielfach  zum  Nachweis 
geringster  Schwankungen  im  02- Gehalt  der  Umgebung  von  Sauerstoff- 
verbrauchenden Organismen  und  zum  Nachweis  der  Sauerstoff- 
auf nehmenden  Organe  dieser  Tiere  verwendet  wird.  Viele  Bakterien, 
Spirillen  und  Flagellaten  reagieren  sehr  empfindlich  auf  Sauerstoff, 
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sie  sind  in  Gegenwart  von  Sauerstoff  lebhaft  beweglich,  bei  Sauerstoff- 
mangel unbeweglich.  Daher  sammeln  sie  sich  zu  Beginn  des  Sauer- 
stoffmangels um  Luftblasen  unter  dem  Deckglas  an  bzw.  fliehen  die 
Orte  stärkster  Sauerstoffzehrung.  Da  nun  viele  Wassertiere  nur  an 
bestimmten,  dünnhäutigen  Körperstellen  (Kiemen)  Sauerstoff  auf- 
nehmen,  macht  sich  an  ihnen  die  Sauerstoffzehrung  am  ehesten  be- 
merkbar, und  die  Mikroorganismen  weichen  hier  zuerst  zurück. 
Wenn  keine  Reinkulturen  Sauerstoff  empfindlicher  Organismen  zur 
Verfügung  stehen,  genügt  vielfach  eine  Mischinfektion  aus  Fleisch- 
extrakt oder  irgendwelchen  in  Leitungswasser  verwesenden  Sub- 
stanzen. 


8.  Schnittveraschung  (Spodographie) 

Viele  Elemente  sind  derart  in  organische  Verbindungen  eingebaut, 
daß  ihr  Nachweis  schwierig  bzw.  unmöglich  wird.  So  gibt  z.  B. 
Haemoglobin  nicht  die  Turnbull-  und  Berlinerblau-Reaktion,  obgleich 
es  Eisen  enthält.  Man  spricht  hier  von  „maskiertem“  oder  „okkultem“ 
Eisen. 

Weiterhin  schaffen  die  Ge  webskolloide  in  frischem  und  fixiertem 
Gewebe  recht  komplexe  Bedingungen  für  histochemische  Reaktionen 
durch  ihre  eigenen  Umsetzungen  mit  den  Reagenzien,  bzw.  durch 
Verhinderung  einer  Umsetzung  infolge  ihrer  Schutzwirkung  oder 
indem  sie  bestimmte  Adsorptionserscheinungen  bedingen.  Diese 
Fehlerquellen  sind  durch  eine  radikale  Zerstörung  der  organischen 
Bestandteile  zu  beseitigen,  was  durch  die  Methode  der  Schnitt- 
veraschung erreicht  wird.  Allerdings  werden  dabei  die  anorganischen 
Bestandteile  in  ihre  Oxyde  oder  hitzebeständigen  Neutralsalze  über- 
führt. An  ihnen  gelingen  nun  aber  viele  Mikroreaktionen  viel  zuver- 
lässiger, zudem  bleiben  die  Aschebestandteile  in  topographisch  ge- 
treuer Form  zurück. 

Nach  Schultz-Brauns,  Tschopp  u.  a.  eignen  sich  zur  Veraschung 
vor  allem  Gefrierschnitte;  Policard  fixiert  in  Alkohol  und  benutzt 
Paraffinschnitte,  wobei  der  Verlust  an  Mineralstoffen  nach  Extrak- 
tionsversuchen mit  Fleischpulver  etwa  10 — 15%  beträgt. 

Diese  Schnittpräparate  werden  in  einem  elektrisch  geheizten 
Quarzröhrenofen  mit  Thermoelement  und  Rheostaten  mit  Gleit- 
widerstand zur  Regulierung  und  Graduierung  der  Temperatur  er- 
hitzt. Schultz-Brauns  verascht  im  Stickstoffstrom,  weil  dabei 
mehr  Asche  erhalten  bleibt,  und  läßt,  nachdem  500°  erreicht  wurden, 
etwa  15  Minuten  lang  Luftsauerstoff  hinzutreten.  Tschopp  erhitzt 
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auf  dunkle  Rotglut  (etwa  600°)  im  feuchten  Sauerstoff  ström  (02  durch 
eine  Waschflasche  mit  heißem  Wasser  geschickt).  Lipoidreiche 
Schnitte  werden  vorher  in  Chloroformäther  extrahiert. 

Die  Aschenbilder  (Spodogramme)  werden  am  besten  im  auffallen- 
den Licht  auf  dunklem  Grunde  betrachtet.  Sie  ermöglichen  eine 
Orientierung  über  den  Aschegehalt,  manchmal  auch  über  das  Vor- 
kommen einzelner  Elemente  in  verschiedenen  Geweben,  Zellen,  selbst 
Zellzonen  und  Zellstrukturen.  So  ist  die  Polarität  der  Zellen  und  der 
Zellkern  manchmal  auf  dem  Spodogramm  zu  erkennen.  Die  Kerne 
sind  durchweg  schwerer  zu  veraschen  als  das  Protoplasma.  So  fand 
P olicard  z.  B.  in  Leberzellen  verkohlte  Kerne  im  veraschten  Plasma. 
Auch  kann  sich,  z.  B.  in  Pankreaspräparaten,  die  Ergastoplasmazone 
durch  besonderen  Aschenreichtum  auszeichnen  wodurch  die  auch  be- 
sonders reichen  Aschenrückstände  des  Kerns  völlig  überdeckt  werden. 

Vor  allem  erlauben  die  Aschepräparate  aber  Mikroreaktionen. 
Erhalten  bleiben  als  solche  u.  a.  NaCl,  KCl.  Aus  den  Carbonaten  gehen 
bei  höheren  Temperaturen  durch  Abspaltung  von  C02  Na20,  CaO  und 
MgO  hervor.  Die  neutralen  Calcium-  und  Magnesiumphosphate. 
Ca3(P04)2  und  Mg3(P04)2,  sind  weitgehend  hitzebeständig.  Sek. 
Kaliumphosphat  K2HP04  geht  in  Kaliumpyrophosphat  K4P207 
über  (das  auch  durch  Verbrennung  organischer  Substanzen  entstehen 
kann).  Aus  Haemoglobin  geht  Fe203  hervor.  Schwefel  geht  verloren 
oder  bleibt  als  Sulfat  erhalten.  Nur  Eisen  läßt  sich  ohne  weiteres  an 
der  gelblichen  bis  rotbraunen  Farbe  der  Asche  erkennen  (vgl.  S.  135). 

9.  Nachweismethoden  für  die  wichtigsten  Stoffgruppen 

a)  Anorganische  Substanzen 

a)  Nachweis  von  Kationen:  Von  besonderer  Bedeutung  sind 
die  Eisennachweise,  da  Eisen  wahrscheinlich  als  Katalysator 
eine  besondere  Rolle  spielt  (vgl.  vor  allem  die  Versuche  von  0.  War- 
btjrg).  Außerdem  findet  Eisen  als  „Indikator“  in  Fütterungs- 
und Injektionsversuchen  (z.  B.  als  Eisensaccharat)  zur  Klärung  von 
Resorptionserscheinungen,  Stoffwanderung  und  -ablagerung  Ver- 
wendung. Schließlich  ist  es  im  Chemismus  einiger  Histosysteme  ver- 
ankert, sowie  in  mehreren  organischen  Verbindungen  vorhanden  (rote 
Blutkörperchen,  Atmungspigmente  und  ihre  Abbauprodukte  usw.). 

Die  Eisennachweise  sind  schon  seit  1866  (Perls)  bzw.  1868 
(Quincke)  bekannt.  Wichtig  ist,  daß  alle  bei  den  Reaktionen  ver- 
wandten Flüssigkeiten  und  Reagenzien  eisenfrei  sind,  da  Gewebe 
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Eisen  aus  der  Umgebung  anzureichern  vermag.  Das  Eisen  ist 
möglichst  schon  bei  der  Fixierung  festzulegen,  am  sichersten 
durch  Zusatz  von  Schwefelammonium  zum  Alkohol  als  Fixations- 
mittel.  Dadurch  wird  nicht  organisch  gebundenes  Eisen  in  Schwefel- 
eisen überführt.  Kommt  es  jedoch  weniger  auf  eine  quantitative 
Erfassung  und  Vermeidung  sekundärer  Verlagerungen  an  als  auf 
gute  cytologische  Erhaltung,  kann  auch  mit  Formol  oder  mit  der 
von  Dubosq-Brasil  angegebenen  Modifikation  der  Bouinschen 
Flüssigkeit  fixiert  werden,  womit  ich  bei  einer  Bryozoe  ganz  besonders 
gute  Resultate  erhielt.  Überhaupt  stimme  ich  mit  Lison  darin 
überein,  daß  es  bei  histochemischen  Untersuchungen  oft  zu  einer 
Überschätzung  der  sogenannten  ,, indifferenten  Fixierungsmitte] 4 ‘ 
(Alkohol,  Formol)  gekommen  ist,  und  damit  vielfach  auf  eine  histo- 
logisch einwandfreie  Fixierung,  die  eine  bessere  Lokalisierung  er- 
möglicht, unnötigerweise  verzichtet  wurde. 

Die  Schnitte  (Paraffineinbettung)  kommen  dann  in  konzentrierte  Schwefel- 
ammoniumlösung (Methode  von  Tirmanx  und  Schmelzer)  und  werden 
darauf  in  Ferricyankaliumlösung  und  Salzsäure  abgespült,  wobei  das 
entstandene  Schwefeleisen  in  Turnbullblau  überführt  wird.  Wird  statt 
Ferricyankalium  Ferrocyankalium  genommen,  so  entsteht  Berlinerblau.  Der 
Nachweis  ist  außerordentlich  empfindlich.  Mit  wenigen  Ausnahmen  (einige 
Blutabbaupigmente)  findet  sich  in  den  Geweben  stets  dreiwertiges  Eisen. 

Mit  der  Turnbullblau-  und  Berlinerblau-Methode  läßt  sich  jedoch 
nur  ein  Teil  des  wirklich  in  den  Histosystemen  vorhandenen  Eisens 
erfassen:  das  sogenannte  „organische“,  „maskierte“  oder  „okkulte“ 
Eisen,  das  in  organischer  Bindung  vorliegt,  entzieht  sich  diesem 
Nachweis,  so  z.  B.  das  im  Haemoglobin,  und  das  Eisen  des  Zell- 
kernes (?),  vielleicht  auch  einige  kolloide  Eisenoxyde.  Nach  Kockel 
ist  auch  dieses  Eisen  nach  Behandlung  der  Schnitte  mit  Tetrachlor- 
kohlenstoff, der  mit  gasförmigem  Chlor  gesättigt  wurde,  durch 
Rhodanwasser stoff  (aus  Rhodankalium  und  Salzsäure)  in  Form  von 
rotgefärbtem  Rhodaneisen  nachweisbar.  Diese  Rhodanprobe  ist 
wesentlich  empfindlicher  als  die  Berlinerblau-Reaktion,  dafür  aber 
nicht  haltbar.  An  Blutausstrichen  erhielt  Lison  jedoch  keine 
positiven  Resultate  mit  der  Methode  von  Kockel.  Bei  Untersuchung 
des  Eisenvorkommens  in  Eizellen  und  Embryonalstadien  war  sie 
allen  anderen  Methoden  überlegen  (noch  unveröff.).  Nach  Macallum 
kann  Eisen  auch  durch  saures  Ammoniumsulfid  bei  längerer  Ein- 
wirkung aus  seiner  organischen  Bindung  befreit  und  als  Schwefel- 
eisen sichtbar  gemacht  werden.  Weiterhin  soll  Behandlung  mit  Al- 
kohol und  Schwefelsäure  maskiertes  Eisen  für  die  üblichen  Nachweise 
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frei  machen.  Die  einzige  zuverlässige  Nachweismethode  für  maskiertes 
Eisen  ist  nach  Lison  jedoch  die  Schnittveraschung,  wonach 
auch  maskiertes  Eisen  durch  die  gelblich  rötliche  Färbung  der  Asche 
erkennbar  wird  und  außerdem  durch  die  Turnbull-  und  Berlinerblau- 
Probe  festzustellen  ist. 

Außerdem  wurden  noch  einige  Lackfärbungen  zum  Nachweis  von 
Eisen  angegeben  (Färbung  mit  reinem  Haematoxylin  nach  Macailum, 
Dietekle,  mit  dem  dem  Haematoxylin  nahestehenden  Farbstoff  aus  Rot- 
holz ,, Brasilin“  nach  Mawas;  mit  Alizarinrot  u.  a.),  die  jedoch  keineswegs  als 
spezifisch  gelten  können,  obgleich  sie  in  einigen  Fällen  sehr  empfindlich  sind. 

Zum  Nachweis  von  Kalium  sind  Gefrierschnitte  (stark  gekühltes 
Messer!)  zu  benutzen,  wodurch  allerdings  Lösung  und  Verlage- 
rung nicht  völlig  zu  vermeiden  ist.  Es  liefert  mit  Kobalt- 
und  Natriumnitrit  und  Eisessig  einen  orangegelben  Niederschlag 
(es  bildet  sich  zunächst  CoNa2(N02)6  darauf  mit  K:  Co(N02)3  (KNa) 
N02  • n H20),  der  mit  Ammoniumsulfid  in  eine  besser  sichtbare 
schwärzliche  V erbindung  überführt  werden  kann.  Da  Ammonium  und 
Kreatin  die  gleiche  Reaktion  geben,  ist  es  nötig,  die  Reaktion  auch 
am  Spodogramm  durchzuführen,  in  dem  Ammonium  und  Kreatin 
nicht  mehr  vorhanden  sind.  Zudem  ist  das  Ammoniumsalz  leichter 
löslich.  Nach  Klein  sind  außerdem  noch  Kristallreaktionen  mit 
Platinchlorid  sowie  mit  einer  Mischung  von  Natriumnitrit,  Kupfer- 
acetat, Bleiacetat  und  Essigsäure  möglich.  Dabei  bilden  sich  Kristalle 
von  Kalium-  oder  Ammoniumchloroplatinat  (Trennung  durch  Ver- 
aschung) bzw.  Kalium-Kupfer-Blei-Nitrit  (vgl.  ferner  S.  138). 

Für  Natrium  kennt  die  tierische  Histochemie  keine  gangbaren 
Nachweismethoden.  Für  die  mikrochemische  Bestimmung  mit 
Uranylacetat  sei  auf  Klein  verwiesen.  Kochsalz  wird  als  Chloranion 
nachgewiesen. 

Für  Calcium  wurde  eine  ganze  Reihe  von  Reaktionen  angegeben, 
von  denen  mehrere  nach  Lison  jedoch  auf  die  oft  mit  Ca  verbundenen 
Anionen  S04  und  P04,  andere  hingegen  auf  die  in  Verkalkung  be- 
griffenen Substrate  zu  beziehen  sind. 

Ebenso  wie  die  Eisennachweise  müssen  die  Ca-Reaktionen  Ver- 
schiedenes leisten:  Gelöstes  Ca  ist  als  Chlorid  nachzuweisen,  unge- 
löstes, aber  unter  Umständen  doch  als  Ion  reagierendes,  als  Carbonat 
oder  Phosphat.  Endlich  kommt  auch  maskiertes  Ca  vor  und  scheint 
eine  große  Verbreitung  zu  haben;  denn  verschiedene  Eiweißstruk- 
turen (Zellkerne  u.  a.)  zeigen  in  Spodogrammen  oft  Ca-Rückstände, 
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die  nicht  mit  den  üblichen  Ionenreaktionen  nachgewiesen  werden 
können.  Außer  den  aus  der  Mikrochemie  abgeleiteten  Methoden 
sind  verschiedene  F arbstoff  reaktionen  zu  erwähnen,  z.  B.  eine  nicht 
sehr  empfindliche  und  spezifische  Färbung  mit  Purpurin  (nur  für 
Ca-Ablagerungen  geeignet),  die  vitale  Färbung  mit  Alizarin  (s.  S.  91), 
sowie  vor  allem  Lackbildungen  mit  Haematoxylin.  Doch  stellt 
zum  mindesten  die  Lackfärbung  mit  verschiedenen  Haematoxylin- 
gemischen  keinesfalls  eine  Reaktion  auf  Calcium  als  vielmehr  eine 
solche  auf  das  Substrat  der  Verkalkung  dar,  bzw.  nach  Fixierung  mit 
chromhaltigen  Gemischen  auf  das  vom  Substrat  festgehaltene  Chrom. 
Dagegen  ist  die  von  Cretin  angegebene  Färbung  mit  Gallussäure 
(2  Teile  Gallussäure  und  1 Teil  Trioxymethylen  in  ammoniakhaltigem 
Wasser)  nach  Lison  eine  sehr  empfindliche  histochemische  Reaktion, 
die  sogar  im  Zellkern  einen  Ca-Nachweis  ermöglicht.  Andere  Erd- 
alkalien, Barium,  Strontium,  Silicium,  geben  mit  diesem  Reagens 
anders  gefärbte  „Lacke“  und  reagieren  weniger  empfindlich.  Nachteile 
dieser  Reaktion,  deren  Natur  noch  ungeklärt  ist,  sind  ihre  schwierige 
Handhabung  und  die  starke  Alkalisierung.  Pyrogallol  gibt  mit 
Ca- Salzen  ein  schwer  lösliches  Calciumpyrogallat,  das  sich  bei  Sauer- 
stoffzutritt braun  färbt  (Methode  von  Kossa  u.  a.).  Macallum  weist 
indirekt  Ca- Salze  nach,  indem  er  sie  mit  alkoholischer  Schwefel- 
säurelösung zunächst  in  Ca- Sulfat  überführt  und  dann  Bleiacetat 
einwirken  läßt.  Aus  Ca- Sulfat  entsteht  dabei  Bleisulfat,  das  schließ- 
lich durch  Ammoniumsulfid  in  Bleisulfid  überführt  wird.  Nachteilig 
ist  dabei  die  Möglichkeit,  daß  vom  Gewebe  Bleisalze  absorbiert 
werden  und  außerdem  alle  anderen  Erdalkalien  und  Schwermetalle 
dieselbe  Reaktion  geben. 

Speziell  Ca-Phosphat  soll  nach  Kossa  durch  Silbernitrat  nachzu- 
weisen sein.  Doch  kann  diese  Reaktion  nach  Lison  nicht  als  spezifisch 
gelten,  wenngleich  sie  gute  histologische  Präparate  liefert.  Als 
histochemisch  unbrauchbar  müssen  die  zahlreichen  Imprägnations- 
methoden mit  Schwermetallsalzen  gelten,  bei  denen  nach  Auswaschen 
des  Salzes  eine  Einwirkung  mit  anderen  Substanzen  nötig  ist  (Roehl, 
StoEltzner  u.  a.),  z.  B.  1.  mit  Kupfersulfat  — darauf  blauer  Farb- 
lack  mit  Ammoniak-Haematoxylin  nach  Weigert;  2.  Bleiacetat, 
Ammoniumsulfid;  3.  Eisenchlorid,  Kaliumf errocyanid : Berliner- 
blau; 4.  Ammoniummolybdat-Zinnchlorür : blaues  Molybdänoxyd 
u.  a.  Alle  diese  Reaktionen  beruhen  nach  Schuscik  auf  einer  Af- 
finität des  Substrates  zu  den  Reagenzien  und  fallen  dementsprechend 
auch  nach  Entkalkung  noch  positiv  aus. 
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Calciumcarbonat  kommt  im  Organismus  in  verschiedenen  Modi- 
fikationen vor,  als  Calcit  ( Vertebrat enotholiten,  Molluskenschale,  Ei- 
schale der  Schildkröte,  Korallenskelet,  Liebespfeil  der  Schnecken),  Vaterit 
(in  verschiedenen  Konkrementen  bei  Mollusken,  Cestoden,  Trematoden, 
Fettgewebe  bei  Insekten);  amorphe  Kalkkonkremente  finden  sich  z.  B.  in 
der  Morrenschen  Drüse  des  Regenwurms,  der  Schale  von  Schlangeneiern, 
im  Tegument  vieler  Arthropoden,  etwas  auch  in  den  Knochen.  Besonders 
beständig  ist  Calcit  und  etwas  weniger  auch  Arragonit.  Biologisch  sind 
diese  verschiedenen  Modifikationen  deswegen  interessant,  weil  sie  mit 
ihren  Übergängen  und  Umwandlungen  eine  große  Rolle  bei  Skelet-  und 
Cuticulabildungen  spielen  (vgl.  vor  allem  Prenant  und  W.  J.  Schmidt). 
Histochemisch  werden  sie  vor  allem  durch  polarisiertes  Licht  nachgewiesen 
(amorpher  Kalk  ist  einfachbrechend,  Calcit  gehört  zum  rhomboedrischen 
System  und  ist  einachsig  doppelbrechend.  Er  kann  von  Arragonit  und 
Vaterit  dadurch  unterschieden  werden,  daß  er  sich  nicht  oder  nur  schwer 
mit  Kobalt  lila  bis  violett  färbt  (außerdem  verschiedene  andere  Reaktionen). 
Arragonit  gehört  zum  monoklinen  System  und  ist  daher  zweiachsig  doppel- 
brechend. Er  geht  sehr  langsam  in  Calcit  über,  während  diese  Umwand- 
lung bei  Vaterit  schnell  erfolgt. 

Kupfernachweise  sind  histochemisch  von  Bedeutung,  da  Kupfer 
in  Blutfarbstoffen  von  verschiedenen  Wirbellosen  (Haemocyanin 
vieler  Mollusken  und  einiger  Arthropoden)  und  außerdem  auch  in 
manchen  Organen  der  Wirbeltiere  vorhanden  ist.  So  soll  die  Leber 
normalerweise  Kupfer  enthalten  (nach  Ramage  und  Sheldon  beim 
menschlichen  Foetus  1,75  y pro  Milligramm).  Dieser  Kupfergehalt 
soll  bei  gewissen  atrophischen  Lebercirrhosen  ansteigen  (zit.  nach 
L.  Lison). 

Unspezifisch  kann  Kupfer  z.  B.  bei  Mollusken  durch  angesäuertes 
Ammoniumsulfid  als  schwarzes  Kupfersulfid  nachgewiesen  werden, 
ferner  auch  als  Haematoxylinlack.  Spezifischer  ist  die  Bildung  des 
roten  Kupferferrocyanids  bei  Einwirkung  von  Kaliumferrocyanid 
und  vor  allem  die  Violettfärbung  durch  Bromwasserstofflösung  mit 
freiem  Brom  (Mendel  und  Bradley). 

Zink  wurde  u.  a.  von  Mendel  und  Bradley  in  relativ  hohem  Prozent- 
satz (2°/0  der  Trockensubstanz,  9 — 15°/0  der  Asche)  in  der  Mitteldarmdrüse 
von  Mollusken  nachgewiesen  und  histochemisch  als  Zinknitroprussiat  erfaßt 
(vgl.  S.  137). 

Mangan  hat  auch  eine  gewisse  biologische  Bedeutung.  Es  wurde  in 
den  Kiemen  von  Anodonta,  in  Oxydasen,  wie  z.  B.  Laccase,  nachgewiesen. 
Doch  sei  wegen  der  Nachweismethoden,  ebenso  wie  wegen  der  für  Gold, 
Silber,  Quecksilber,  Blei,  Nickel,  Uran,  die  mit  wenigen  Aus- 
nahmen überwiegend  nach  vorheriger  künstlicher  Zuführung  im  Organismus 
festgestellt  wurden,  auf  die  einschlägigen  Arbeiten  und  vor  allem  auf 
F.  Timm  (1932)  und  R.  Lison  (1936)  verwiesen. 
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ß)  Nachweis  von  Anionen:  Chloridnachweise  spielen  eine 
Rolle  bei  Untersuchungen  über  die  Verteilung  der  Chloride  im  Körper 
und  ihre  Ausscheidung  durch  die  Nieren.  In  verschiedenen  histo- 
chemischen  Varianten  werden  die  Chloride  durch  Silbernitrat  ge- 
fällt. Das  Silber  wird  dann  durch  Reduktion  nachgewiesen.  Die 
Unzulänglichkeit  dieser  Methoden  ergibt  sich  aus  der  leichten  Diffu- 
sibilität  der  Chloride  im  Gegensatz  zum  Reagens,  sowie  aus  der 
Adsorbierbarkeit  der  Silbersalze  durch  die  Gewebskolloide  unab- 
hängig von  ihrem  Chloridgehalt  (s.  S.  132). 

So  könnten  z.  B.  die  sogenannten  Chloridnachweise  nach  der  Me- 
thode von  Leschke  in  bestimmten  Zellen  der  Wirbeltierniere  ebenso 
wie  die  Golgi- Apparat-Imprägnation  nach  Da  Fano  auf  den  be- 
sonderen Adsorptionseigenschaften  bestimmter  Zellgranulationen 
beruhen  (vgl.  Lison).  Weiterhin  läßt  sich  auch  Vitamin  C,  das  in 
fast  allen  Organen  vor  kommt,  mit  Silbernitrat  nach  weisen  (Girotjd). 
Die  Verschiedenheit  der  Lösungen  bei  der  Durchführung  der  Reak- 
tionen mit  Silbernitrat  auf  verschiedenartige  Substanzen  oder 
Strukturen  gibt  dabei  keineswegs  eine  absolute  Gewähr  dafür,  daß 
nur  das,  was  nachgewiesen  werden  soll,  dargestellt  wird  (Cl'-Nachweis 
mit  Silbernitrat,  Salpetersäure;  Vitamin-C-Nach weise  mit  ange- 
säuerter Lösung;  Imprägnation  nach  Da  Fano  nach  Fixation  und 
in  neutraler  Lösung).  Klein  empfiehlt  für  den  Chlornachweis  jedoch 
gerade  eine  Lösung  von  Silbernitrat  in  10°/oiger  Ammoniaklösung, 
da  Ammoniak  die  Ausfällung  im  Tropfen  verzögert  und  außerdem 
Oktaeder  und  Hexaeder  liefert,  die  überdies  noch  mit  Methylenblau 
gefärbt  werden  können. 

Der  Nachweis  freier  Salzsäure  geht  auf  die  berühmten  Ver- 
suche von  Cl.  Bernard  (1859)  zurück,  der  einem  Hunde  Eisen- 
lactat  und  dann  Kaliumferrocyanid  einspritzte.  Bei  dem  einige  Zeit 
darauf  getöteten  Hund  fand  sich  nur  auf  der  Magenmucosa  Berliner- 
blau. Die  Berlinerblau-Bildung  aus  Ferrosalz  und  Kaliumferro- 
cyanid findet  nun  nur  in  Gegenwart  freier  Mineralsäure  statt,  so  daß 
damit  der  Nachweis  für  deren  Gegenwart  im  Magen  erbracht  worden 
war.  Die  späteren  Versuche,  Salzsäurebildung  in  bestimmten  Zellen 
festzustellen,  sind  z.  T.  auf  sekundäre  Verlagerung  und  Adsorption 
des  gebildeten  Berlinerblaus  in  abgestorbenen  Zellen  zurückzuführen 
(s.  auch  S.  208). 

Bromnachweise  haben  bisher  in  der  tierischen  Histophysiologie 
keine  Rolle  gespielt. 
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Dagegen  ist  der  Nachweis  von  Jod  bedeutungsvoll  vor  allem  nach 
Zufuhr  von  Jodpräparaten.  Verschiedene  Verfahren  sind  ausge- 
arbeitet worden,  für  die  auf  Lison  verwiesen  sei.  Die  Prüfung  auf 
freies  Jod  geschieht  am  besten  durch  Stärkelösung.  Nachweise  für 
maskiertes  Jod  fehlen  noch:  Das  Jod  im  Thyroxin  der  Schilddrüse 
ist  erst  nach  Zerstörung  des  Moleküls  als  solches  zu  identifizieren. 

Phosphor  ist  ein  biologisch  bedeutungsvoller  Stoff,  der  sich  in 
allen  Organismen  findet,  meistens  in  organischer  Bindung  (Nucleo- 
proteide,  Phosphorproteide,  Phosphorlipoide),  außerdem  aber  auch 
als  Phosphat  (meist  als  Ca-Phosphat  nachgewiesen  s.  S.  154,  weiter- 
hin auch  S.  170).  Der  organisch  gebundene  Phosphor  wird  nach 
Lilienfeld  und  Monti  durch  Einwirkung  von  Salpetersäure  als 
Orthophosphorsäure  frei,  die  durch  Ammoniummolybdat  in  un- 
lösliches Ammoniumphosphormolybdat  überführt  wird.  Klein 
hingegen  „demaskiert“  bei  pflanzlichen  Objekten  nach  Durch- 
tränkung mit  Ferronitrat  durch  Wasserstoffsuperoxyd  unter  Zusatz 
von  einem  Körnchen  Zinkstaub.  Anschließend  wird  der  Phosphor 
gleichfalls  durch  Ammoniummolybdat  als  Phosphormolybdat  gefällt 
oder  als  Magnesiumammoniumphosphat  durch  eine  bestimmte 
Magnesiummixtur  (vgl.  Klein)  und  dann  in  Molybdänoxyd  durch 
Pyrrogallol  oder  Zinnchlorür  überführt.  Nach  Lison  besteht  zwar  die 
Möglichkeit,  z.  B.  aus  den  Nucleoproteiden  durch  saure  Hydrolyse 
Phosphorsäure  frei  zu  machen,  wie  die  Feulgensche  Nuclealreaktion 
und  verschiedene  chemische  Versuche  zeigen.  Dadurch  werden  aber 
durchaus  nicht  alle  organischen  Phosphorverbindungen  gesprengt, 
so  z.  B.  nicht  Casein.  Außerdem  reagieren  die  Reduktionsmittel 
Pyrrogallol  und  Zinnchlorür  nicht  nur  auf  Phosphormolybdänsäure, 
sondern  auch  auf  Molybdate.  Die  Zellkerne  haben  nun  ein  großes 
Adsorptionsvermögen  für  Ammoniummolybdat,  so  daß  dieses  Reagenz 
nicht  durch  einfaches  Auswaschen  aus  dem  Schnitt  zu  entfernen  ist, 
und  es  kann  dann  auch  ohne  Vorhandensein  von  Phosphor  später 
mit  dem  Reduktionsmittel  reagieren.  Nach  Lison  gelingt  es  viel- 
leicht mit  der  Methode  von  Winther  und  Smith  die  Reaktion  auf 
Phosphormolybdänsäure  von  der  auf  Ammoniummolybdat  zu  trennen : 
nach  Behandlung  mit  Kaliumferrocyanid  gibt  nur  Phosphormolyb- 
dänsäure  Blaufärbung,  Ammoniummolybdat  hingegen  in  saurer 
Lösung  Braunfärbung  und  in  alkalischer  Lösung  gar  keine  Färbung. 
— ZurZeit  erscheinen  jedenfalls  die  Nachweismethoden  für  maskierten 
Phosphor  noch  durchaus  unzulänglich. 
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Schwefel:  Nach  Macalltjm  werden  die  Sulfate  als  Calciumsulfat 
(Gipskristalle)  durch  Calciumchlorid  oder  als  Bleisulfat  durch  Blei- 
acetat gefällt  und  dann  nach  Behandlung  mit  Salpetersäure  als 
schwarzes  Bleisulfid  durch  Ammoniumsulfid  nachgewiesen. 

Über  den  Nachweis  von  maskiertem  Schwefel  liegen  bisher  nur 
wenige  histochemische  Erfahrungen  vor.  Lison  berichtet  über  einen 
Cadmiumchloridnachweis  von  Fatjre-Fremiet  und  Dragoin.  Die 
Veraschung  ist  hinsichtlich  des  Schwefels  nicht  zuverlässig  (s.  S.  1^1) . 
Klein  schlägt  diese  Technik  trotzdem  zur  Demaskierung  vor, 
außerdem  Behandlung  mit  Bromdämpfen.  Nach  Befreiung  von  Brom 
durch  Ammoniak  können  Gipskristalle  nachgewiesen  werden.  — 
(Nachweis  für  Glutathion  s.  S.  163.  Wegen  der  Nachweise  für 
Arsen  und  Silicium  s.  Lison.) 

b)  Organische  Substanzen 

a)  Eiweißkörper.  Die  Histochemie  der  Eiweißkörper  ist  noch 
recht  wenig  entwickelt,  was  einmal  daran  liegt,  daß  auch  die  Chemie 
der  genuinen  Eiweiße  noch  nicht  genügend  geklärt  ist.  Außerdem 
liegen  die  Eiweißkörper  im  lebenden  System  wahrscheinlich  stets 
gemischt  und  in  ganz  anderen  Zuständen  vor  als  nach  Isolierung  aus 
Gewebesäften  und  Beserveeiweißansammlungen  im  Reagenzglas. 

Die  nativen  oder  genuinen  Eiweiße  zerfallen  bekanntlich  in  die 
zwei  Gruppen  der  Proteine  und  Proteide.  Die  Proteine  sind  ein- 
fache Eiweißstoffe,  wie  z.  B.  Albumine,  Globuline,  Gliadine,  Histone, 
Protamine  und  Gerüsteiweißstoffe  wie  Keratin,  Elastin,  Glutin,  Kol- 
lagen  u.  a.  Sie  liefern  bei  hydrolytischer  Spaltung  lediglich  Amino- 
säuren. Die  Proteide  dagegen  sind  zusammengesetzte  Eiweißstoffe, 
die  neben  dem  Eiweißkomplex  noch  eine  völlig  anders  geartete  Kom- 
ponente enthalten  (bei  den  Phosphorproteiden,  wie  z.  B.  Casein,  eine 
phosphorhaltige  Gruppe,  bei  den  Glucoproteiden,  u.  a.  Ovalbumin 
und  Mucin,  Kohlehydrate  und  bei  den  Nucleoproteiden  Nuclein- 
säure). 

Zur  Trennung  der  Eiweiße  dient  in  erster  Linie  ihre 
Löslichkeit:  Albumin  z . B . ist  in  W asser  kolloidal  löslich.  Globuline 
dagegen  lösen  sich  nur  in  bestimmten  Neutralsalzlösungen.  Keratine, 
Elastin  und  Fibroin  sind  unlöslich.  Die  Fällung  der  Eiweißkörper 
kann  reversibel  (z.  B.  oft  die  mit  Alkohol  oder  Aceton,  Sulfaten  des 
Ammoniums,  Natriums,  Magnesiums)  oder  irreversibel  sein  (z.  B. 
durch  Kochen,  verschiedene  Säuren,  Schwermetallsalze).  Mit  der 
Fällung  der  Eiweißkörper  ist  daher  vielfach  eine  irreversible  Ver- 
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änderung  ihres  Verhaltens  verbunden,  die  als  Denaturierung  be- 
zeichnet wird. 

Zwar  gibt  es  allem  Anschein  nach  genuine  Eiweißkörper,  deren 
Fällung  reversibel  und  trotzdem  mit  Denaturierung  verbunden  ist; 
es  ließ  sich  aber  zeigen,  daß  nach  erneuter  Lösung  des  Niederschlages 
bestimmte  Eigenschaften  gegenüber  denen  des  ursprünglichen  na- 
tiven Eiweißes  verändert  waren,  so  z.  B.  isoelektrischer  Punkt,  H+- 
und  OH“-bindungsfähigkeit,  Löslichkeit  und  Färbbarkeit  (vgl. 
Wo.  Pauli  und  E.  Valkö  (1933)  S.  12S  u.  f.). 

Die  verschiedenen  genuinen  Eiweiße  sind  im  Anschluß  an  P.  Karrer 
(1933)  kurz  folgendermaßen  zu  charakterisieren: 

Albumine  reagieren  neutral,  sind  wasserlöslich  und  durch  Neutralsalze 
nur  in  hohen  Prozentsätzen  (70 — 100%)  zu  fällen,  meist  schwefelreich  und 
g lycocollfrei.  Von  tierischen  Albuminen  wurden  vor  allem  Serumalbumin 
und  Lactalbumin  gut  untersucht. 

Globuline  reagieren  schwach  sauer,  sind  wasserunlöslich  und  nur  löslich 
in  verdünnten  Neutralsalzlösungen,  verdünnten  Säuren  und  Alkalien, 
reversibel  aussalzbar  durch  Ammonsulfat.  Hierher  gehören  Bestandteile 
aus  Ei,  Serum,  Müch,  Fibrinogen  des  Blutes,  Myosin  und  Myogen  des 
Muskels  u.  a. 

Hi  stone:  Basisch,  sind  leicht  verdaulich  von  allen  proteolytischen  Fer- 
menten, löslich  in  alkalischem  Wasser,  ausfällbar  durch  kleine  Salzmengen 
und  mit  Ammoniak.  Sie  kommen  in  Erythro-  und  Leukocyten  und  im 
Fischsperma  vor. 

Protamine:  bestehen  bis  zu  87%  aus  der  Diaminosäure  Arginin,  sind 
stark  basisch  und  bilden  mit  Säuren  leicht  Salze.  In  Wasser  sind  sie  leicht 
löslich  und  durch  Kochen  nicht  koagulierbar.  Kommen  in  Fischen  vor 
( Clupein  und  Salmin). 

Gerüsteiweiße,  Skleroproteine:  sind  in  Wasser  und  Salzlösungen 
unlöslich,  in  Pepsin  und  Trypsin  löslich.  Keratin  in  Haaren,  Federn,  Nägeln, 
Kollagen  in  Knochen,  Knorpel  und  Bindegewebe  (liefern  durch  Erhitzen 
in  Wasser  Gelatine  und  Leim),  Elastin  als  Grundsubstanz  der  Sehnen  und 
anderer  elastischer  Gewebe,  Seidenfibroin  usw. 

Phosphorproteide:  enthalten  Phosphorsäure,  sind  wasserunlöslich, 
in  Laugen  dagegen  löslich  und  durch  Säuren  wieder  ausfällbar.  Casein  der 
Milch,  Vitellin  im  Eidotter. 

Glucoproteide:  sind  saure  Eiweißverbindungen  mit  dem  zucker- 
ähnlichen Glucosamin  oder  Chondrosamin.  Löslich  in  Alkalien.  Mucin 
aus  Speichel,  Mucoide  aus  Knorpel  und  der  Hauptbestandteil  des  Eier- 
eiweißes: Ovalbumin. 

Nucleoproteide:  sind  löslich  in  Wasser,  Salzlösungen  und  Alkalien, 
schwach  sauer.  Kommen  vor  allem  in  Zellkernen  vor. 

Unter  den  Nachweismethoden  ist  zu  unterscheiden  zwischen  allgemeinen, 
meist  recht  unsicheren  Gruppenreaktionen  auf  Eiweißkörper  einerseits  und 
speziellen,  chemisch  mehr  oder  minder  aufgedeckten  Reaktionen  auf  be- 
stimmte Eiweißbausteine  und  Eiweißderivate,  etwa  Stoffwechselprodukte, 
wie  Harnstoff,  Harnsäure,  Guanin  u.  a. 


160 


Histochemie 


Auch  die  allgemeinen  Eiweißreaktionen  beruhen  dabei  meist  auf  dem 
Vorkommen  bestimmter  Gruppen  im  Eiweißmolekül,  wie  z.  B.  die  Milion- 
reaktion auf  Tyrosin,  die  Xanthoproteinreaktion  auf  Tryptophan,  Tyrosin 
und  Phenylalanin,  die  Paulysche  Reaktion  auf  Tyrosin  und  Histidin  und 
die  Reaktion  von  Adamkiewicz,  Hopkins  und  Cole  auf  Tryptophan.  Wo 
entsprechende  Gruppen  fehlen,  fallen  natürlich  auch  bei  Eiweißkörpern 
die  Reaktionen  negativ  aus. 

Um  zu  entscheiden,  ob  ein  histologisches  Substrat  Eiweiß  enthält, 
sind  nach  einer  allgemeinen  Orientierung  hinsichtlich  Fixation,  Lös- 
lichkeit, Fällbarkeit  und  Färbbarkeit  (etwa  mit  Pikrinsäure-Eosin) 
folgende  allgemeine  Reaktionen  durchzuführen: 

1.  Xanthoproteinreaktion:  Mit  kalter  rauchender  Salpeter- 
säure färben  sich  Eiweißkörper  gelb ; unter  Einwirkung  von  Alkalien 
(Ammoniakdämpfe)  verstärkt  sich  die  Färbung  und  wird  gelbbräun- 
lich bis  oran'ge.  Die  Reaktion  beruht  auf  einer  Nitrierung  der  aroma- 
tischen Radikale  und  vor  allem  der  Phenolkerne.  Sie  wird  auch  von 
Alkaloiden,  Phenolen  und  Indolderivaten  gegeben. 

2.  Mellon  s Reagens:  Von  Bensley  wurde  ein  auch  für  Schnitte 
brauchbarer  Eiweißnachweis  mit  kalter  Lösung  von  Quecksilber- 
nitrat in  verdünnter  Salpetersäure  mit  Zusatz  von  Natriumnitrit 
angegeben. 

3.  Ninhydrinreaktion:  Aminosäuren,  Polypeptide  und  alle 
Eiweißkörper  mit  einem  Radikal  NH2 — CH— COOH  geben  mit 
Ninhydrin  Blauviolettfärbung.  Von  Berg  wurde  die  Methode 
auch  für  histologische  Zwecke  ausgearbeitet,  so  daß  sie  unter 
Umständen  zur  Trennung  von  Eiweißabbauprodukten  von  den 
Gewebseiweißen  dienen  kann  (s.  S.  137).  Es  wäre  wünschens- 
wert, wenn  diese  und  entsprechende  Reaktionen  auch  für  histo- 
physiologische  Untersuchungen  über  Resorptions-,  Speicherungs-  und 
Stoffabbau-  und  -Umbauprozesse  noch  eingehender  geprüft  würden, 
vor  allem  auch  in  chemischer  Hinsicht. 

4.  Alloxanreaktion:  Die  Rotfärbung  von  a-aminosäurehaltigen 
Eiweißkörpern  mit  Alloxan  beruht  nach  Hustle y und  Wotton  auf 
einer  partiellen  Zersetzung,  wobei  aus  den  Aminosäuren  Ammoniak 
entsteht  und  das  Alloxan  teilweise  zur  Dialursäure  reduziert  wird. 
Alloxan  und  Dialursäure  ergeben  Alloxantin,  das  mit  Ammoniak 
Murexid  bildet. 

5.  Chinonreaktion:  Die  Braunrotfärbung  von  Eiweißkörpern 
bei  Erhitzen  mit  Chinon  soll  nach  Lison  histochemisch  nur  gewisse 
Hinweise  geben. 
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Unspezifisch  ist  weiterhin  die  Rotfärbung  bei  Erhitzen  mit  Ameisensäure 
und  Goldchlorid  nach  Axenfeld,  da  sie  auch  von  einer  ganzen  Reihe  anderer 
Substanzen  (Kreatin,  Harnstoff,  Harnsäure,  Glycogen)  gegeben  wird.  Die 
in  der  Wärme  eintretende  Rotfärbung  mit  Orthophosphorsäure  soll  dagegen 
an  Tryptophan  gebunden  sein,  aus  dem  Aldehyde  frei  werden,  die  wiederum 
mit  Tryptophan  reagieren.  Die  Paulysche  Reaktion  (Rotfärbung  mit  Dia- 
zobenzolsulfosäure  nach  Zusatz  von  Soda  und  Umschlag  nach  Gelb  beim 
Ansäuern)  scheint  nach  Brunswick  1923  auch  für  den  Nachweis  von  Histidin 
in  frischen  Schnitten  geeignet  zu  sein  (vgl.  Romeis  in  Peterfi).  Wie  weit 
sich  die  Reaktion  von  Adamkiewicz,  Hopkins  und  Cole  (Glyoxylsäure 
und  konzentrierte  Schwefelsäure  erzeugen  Blauviolettfärbung)  und  die 
Biuret- Reaktion,  die  bei  allen  Eiweißkörpern  positiv  ausfallen  und  Peptid- 
bindungen anzeigen  soll  (Violettfärbung  nach  Zusatz  von  sehr  viel  Natron- 
lauge und  wenig  Kupfersulfat)  für  histochemische  Zwecke  eignen,  scheint 
bisher  nicht  eingehender  untersucht  worden  zu  sein.  Die  Biuret-Probe  dürfte 
wegen  der  Natronlauge  von  vornherein  ungeeignet  erscheinen. 

Lösungsversuche  mit  Fermenten  sind  nur  von  bedingtem  histo- 
chemischem  Wert,  da  wir  keine  chemisch  reinen  Fermente  als  Reagenzien 
benutzen  können,  und  die  Bedingungen  in  den  Histosystemen  andere  als 
im  Reagenzglas  sind.  Weiterhin  wird  das  Verhalten  vieler  Eiweißsubstanzen 
gegenüber  Fermenten  bei  der  Fixation  durch  Denaturierung  vielfach  ge- 
ändert. Trotzdem  können  relative  Rückschlüsse  aus  dem  Verhalten  gegen 
Pepsinsalzsäure  (löst  kollagene  Fibrillen,  bestimmte  Keratine,  Hornsubstanz, 
Fischleim,  Federkiele,  Casein,  Globin,  Chondrogen  und  Chondrin,  Histone 
und  in  sehr  viel  geringerem  Maße  elastische  Fasern,  nicht  hingegen  Nuclein 
und  Chitin,  Mucin,  Spongin,  Conchiolin  und  Protamine,  Haarkeratin)  und 
Trypsin  (löst  bei  alkalischer  Reaktion  die  meisten  genuinen  Eiweißkörper, 
elastische  Fasern,  Mucin,  Glutin,  nicht  hingegen  kollagene  Fasern  oder  aber 
diese  unter  Umständen  nur  nach  vorheriger  Säurequellung,  nicht  Re  ticul  in, 
Hornsubstanzen,  Chitin)  sowie  gegen  Nucleasen  (entsprechen  wahrscheinlich 
einem  System  verschiedener  Fermente  und  lösen  vor  allem  Nucleine)  gezogen 
werden.  Die  Pepsinpräparate  werden  aus  Magenschleimhaut  vor  allem  des 
Schweins,  Trypsin  aus  dem  Pankreas  des  Rindes  (einigermaßen  gereinigte 
Präparate  sind  im  Handel  zu  beziehen)  gewonnen,  und  die  Nuclease  ist  nach 
M.  van  Herwerden  am  besten  aus  Rindermilz  durch  Essigsäure-  bezw. 
Ammoniumsulfatfällung  aus  Preßsaft,  erneute  Lösung  und  gegebenenfalls 
Dialysieren  herzustellen. 

Technik  und  Möglichkeiten  der  „künstlichen  Verdauung“  wurden  ausführ- 
lich von  Spalteholz  in  Krauses  Enzyklopädie  besprochen.  Diese  Methode 
ist  nicht  nur  zur  Entscheidung  mikroskopisch-anatomischer  Fragen  (Ver- 
deutlichung elastischer  Fasern,  zur  Untersuchung  der  Grundsubstanz  des 
Knochens  und  Knorpels,  zur  Isolierung  bestimmter  widerstandsfähiger  Zell- 
systeme und  von  Zellstrukturen,  sowie  von  Membranen  und  Gerüstsubstan- 
zen), sondern  auch  zur  Isolierung  von  Zellkernen  (Miescher  u.  a.),  zur  Fest- 
stellung der  Natur  der  Nißlschollen,  zur  Untersuchung  des  Verhornungs- 
prozesses, sowie  endlich  zum  Nachweis  des  Alterns  der  Biokolloide,  der  sog. 
Protoplasmahysteresis  (Rucizka  vgl.  S.  311)  verwendet  worden.  Die  Ver- 
dauung mit  Hilfe  von  Nucleasen,  bzw.  den  vorher  genannten  proteolytischen 
Fermenten,  diente  vor  allem  zur  Entscheidung  der  Frage,  ob  bestimmte 
Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  11 
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basophile  Strukturen  im  Plasma  nucleinsäurehaltig  sind  und  darin  also 
dem  Chromatin  entsprechen  (vgl.  S.  237). 

Uber  eine  interessante  Nachweismethode  für  kollagene 
Fasern,  im  Gegensatz  zu  den  elastischen,  berichtet  W.  J.  Schmidt 
(1937).  Bei  Behandlung  mit  einwertigen  Phenolen,  wie  z.  B.  Pikrin- 
säure, Salicylsäure,  kehren  die  leimgebenden  Fasern  das  Vorzeichen 
ihrer  Doppelbrechung  um  (sogenannte  topochemische  Reaktion); 
diese  Umkehr  kann  durch  Auswaschen  und  Temperaturerhöhung 
wieder  rückgängig  gemacht  werden.  Nach  röntgenographischer  Unter- 
suchung tritt  dabei  jedoch  keine  Umordnung  der  Hauptvalenzketten 
ein,  sondern  die  Pikrinsäuremoleküle  müssen  wohl  mit  den  Seiten- 
ketten des  Eiweißes  reagieren,  wobei  sie  sich  vielleicht  senkrecht  zur 
Richtung  der  Hauptvalenzketten  einstellen.  Sicherlich  läßt  sich  diese 
Methode  auch  in  histochemischer  Beziehung  noch  weiter  ausbauen. 

Da  die  exaktere  histochemische  Erfassung  der  Eiweißsubstanzen  noch 
großen  Schwierigkeiten  begegnet,  und  wir  jedenfalls  durch  diese  Methode 
noch  keine  tieferen  Einblicke  in  die  chemischen  Grundlagen  der  allgemein 
bekannten,  histologischen  Strukturen  unserer  Schnittpräparate  erhielten, 
sei  hier  anhangsweise  noch  über  Bemühungen  berichtet,  auf  anderen  Wegen 
zu  Vorstellungen  über  das  ,, Struktureiweiß“  zu  gelangen.  In  einer  Reihe 
von  Arbeiten  versuchen  R.  R.  Bensley,  Gersh  und  N.  L.  Hoerr  mit  Hilfe 
ihrer  Trockengefriermethode,  das  ,, Struktureiweiß“  möglichst  rein 
darzustellen.  Nach  Gefrierenlassen  und  Austrocknen  wurden  Rasiermesser- 
schnitte (vor  allem  von  Lebergewebe)  durch  Wasser  und  Salzlösungen  von 
den  leichter  löslichen  Substanzen  wie  Glycogen,  Globulinen  und  verschiedenen 
Proteinen  sowie  durch  Lipoidlösungsmittel  von  den  ,, Fettsubstanzen“  be- 
freit. Man  erhält  so  eine  gallertige  Substanz,  die  von  verdünnter  Ammoniak- 
lösung zu  einer  dickflüssigen  Masse  gelöst  wird,  aus  der  kollagenes  Gewebe 
und  Fragmente  des  Reticulum  abzentrifugiert  werden  können.  Aus  der 
Lösung  können  nun  mit  Essigsäure  faserige  und  flockige  Gebilde  ausgefällt 
werden,  die  unter  dem  Mikroskop  als  fibrilläre  Plättchen  erscheinen.  Diese 
Substanz  wird  noch  mehrfach  in  Alkali  wieder  gelöst,  zentrifugiert  und  mit 
Essigsäure  gefällt,  um  sie  möglichst  rein  darzustellen.  Es  soll  sich  dabei 
um  das  ,,structure  protein“  handeln,  das  die  Zelle  als  eine , , Einheit  organischer 
Strukturen“  erhält  und  die  „Grundlage  der  mikroskopischen  Struktur  und 
der  Kontinuität  des  Zellkörpers“  bildet.  Für  dieses  Struktureiweiß  wird  der 
Ausdruck  „Ellipsin“  vorgeschlagen,  da  der  ältere  und  ursprünglich  etwa  in 
demselben  Sinne  gebrauchte  Ausdruck , , Plastin“  von  Zacharias  und  Schwarz 
heute  eine  ganz  andere  Bedeutung  erlangt  hat.  — Ganz  neuerdings  berichtet 
M.  Behrens  (1938)  in  Abderhaldens  Handbuch  der  biologischen  Arbeits- 
methoden über  eine  ähnliche  Technik,  bei  der  jedoch  in  nicht  wäßrigen 
Lösungsmitteln  zentrifugiert  wird. 

ß)  Spezielle  Methoden  für  bestimmte  Eiweißkörper 
und  ihre  Derivate.  Als  Sauerstoffüberträger  bzw.  Wasserstoff- 
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akzeptor  spielt  ein  Tripeptid,  das  Glutathion  (zusammengesetzt  aus 
je  einem  Molekül  Glutaminsäure,  Cystein  und  Glykokoll:  Glutaminyl- 
cysteinylglycin 

HOOC  • CH  • CH2CH2CO  • NHCHCO  • NHCH2COOH) 

I I 

nh2  ch2sh 

wahrscheinlich  eine  besondere  physiologische  Holle  in  den  Geweben, 
da  es  durch  seine  SH- Gruppe  leicht  zum  Disulfid  oxydiert  bzw. 
wieder  zu  Glutathion  reduziert  werden  kann  (Coferment  Hopkins). 
Nach  H.  Wurmser  und  J.  A.  de  Loureiro  (1934)  ist  Glutathion 
schon  deswegen  für  das  Redoxpotential  der  Zellen  von  besonderer 
Bedeutung,  weil  es  bei  pH  7 ein  Potential  von  etwa  + 66  mV  besitzt, 
was  einem  rH  von  16,2  bei  35,5°  entspricht.  Dieser  Wert  stimmt  mit 
dem  der  lebenden  Zellen  weitgehend  überein  (vgl.  S.  76,  77).  Außer- 
dem scheint  Glutathion  ebenso  wie  Cystein  in  reduzierter  Form 
eine  spezifisch  aktivierende  Wirkung  auf  proteolytische  Endofer- 
mente  wie  Kathepsin  auszuüben  (zit.  nach  K.  Köhler  1937). 

Auf  der  SH- Gruppe  beruht  nun  auch  seine  Farbreaktion  mit 
Nitroprussidnatrium  (Fe[CN]5NO)Na2  + 2 H20),  mit  dem  es 
in  alkalischem  Milieu  eine  intensive  Yiolettfärbung  ergibt,  wobei  das 
Nitroprussidnatrium  reduziert  wird.  Daher  gibt  es  nur  als  Glutathion 
diese  Reaktion,  und  zu  seinem  Nachweis  muß  also  gegebenenfalls  die 
oxydierte  Substanz  zunächst  durch  Cyankalium  oder  Na- Sulfit  redu- 
ziert werden.  Außerdem  ist  vielleicht  zu  unterscheiden  zwischen  freiem 
Glutathion,  das  auch  in  unfixierten  Präparaten  reagiert,  und  ge- 
bundenem, das  erst  nach  Fixierung  mit  Trichloressigsäure  oder 
anderen  Fixationsmitteln  nachweisbar  ist.  So  konnte  Shearer  das 
freie  Glutathion  des  Seeigeleies  mit  stark  verdünnter  Essigsäure  aus- 
waschen,  so  daß  die  Reaktion  nahezu  negativ  wurde.  Andererseits 
tritt  nach  Fixation  mit  Trichloressigsäure  eine  verstärkte  Reaktion 
ein,  vielleicht,  weil  nun  ursprünglich  gebundenes  Glutathion  frei 
wurde,  oder  auch,  weil  nun  andere  Plasmabestandteile,  wie  etwa 
Cystein,  reagieren  können.  Dementsprechend  zeichnen  sich 
keratinbildende  Strukturen,  die  bekanntlich  reich  an  Schwefel  sind, 
durch  eine  kräftige  Nitroprussid-Na-Reaktion  aus,  fertige  Hornsub- 
stanz dagegen  .nicht  mehr. 

Joyet-Lavergne  nahm  vor  allem  auf  Grund  topographischer  Überein- 
stimmungen bei  Gregarinen,  aber  auch  bei  verschiedenen  Geweben  von 
Vielzellern  an,  daß  die  Mitochondrien  das  Glutathion  liefern  (s.  S.  248). 
Demgegenüber  stellte  u.  a.  Geroud  (1931)  in  Übereinstimmung  mit  Hop- 
kins fest,  daß  das  freie,  leicht  extrahierbare  Glutathion  sich  wahrscheinlich 
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im  Protoplasma  diffus  findet,  während  die  nach  Extraktion  und  Fixation 
mit  10%iger  Trichloressigsäure  (sowie  nach  Auf  kochen)  noch  die  Nitro- 
prussidreaktion  gebenden  Strukturen  (Körper  mit  der  SH- Gruppe)  sich  in 
geformten  Protoplasmabestandteilen  vorfinden,  z.  B.  in  Muskelfibrillen  oder 
in  bestimmt  strukturierten  Abschnitten  der  Darmepithelzellen  von  Ascaris. 
Mit  Hilfe  der  histochemischen  Nitroprussidnatriumreaktion  lassen  sich  auf 
Schnitten  wohl  überwiegend  also  nur  die  gebundenen  Eiweißkörper  mit 
einer  SH- Gruppe  erfassen,  während  das  für  das  Redoxpotential  in  der  le- 
benden Zelle  wesentliche,  freie  Glutathion  schon  vorher  in  Lösung  ging. 

Nach  meinen  Erfahrungen  ist  es  daher  bei  der  Untersuchung  von  Ent- 
wicklungsstadien mariner  wirbelloser  Tiere  am  zweckmäßigsten,  eine  größere 
Anzahl  in  nicht  zu  viel  See wasser  auf  einem  Objektträger  durch  Zusatz 
von  einem  kleinen  Kristall  von  Trichloressigsäure  zu  fixieren  und  gleichzeitig 
das  eventuell  oxydierte  Glutathion  durch  wenige  Körnchen  von  Natrium- 
sulfit zu  reduzieren.  Dann  wird  ein  Tropfen  einer  10%igen  Lösung 
von  Nitroprussid-Na  zugesetzt  und  nach  Einwirkenlassen  eventuell  unter 
dem  Deckglas  im  Mikroskop  eingestellt.  Seitlich  läßt  man  nun  reich- 
lich Ammoniaklösung  zutreten.  In  dem  Augenblick,  da  die  Zellen  infolge 
der  Alkalisierung  stark  auf  quellen  und  sich  auf  hellen,  erfolgt  die  Reaktion, 
die  aber  bei  Zimmertemperatur  rasch  wieder  abklingt,  und  auch  bei  stär- 
kerem Abkühlen  nur  Minuten  anhält.  Trotzdem  gelingt  es  auf  die  angegebene 
Weise  Schwankungen  im  Glutathiongehalt  festzustellen,  so  läßt  sich  z.  B. 
im  Seeigelei  unmittelbar  nach  der  Befruchtung  eine  stärkere  Zunahme  nach- 
weisen.  Mit  aller  Sicherheit  ergibt  sich  aus  Versuchen  an  verschiedenen 
tierischen  Eizellen  und  Entwicklungsstadien,  daß  das  so  nachweisbare  Glu- 
tathion nicht  an  bestimmte  Plasmastrukturen,  wie  etwa  die  Mitochondrien 
gebunden  ist,  sondern  diffus  im  Plasma  und  vor  allem  bei  unreifen  Eizellen, 
in  größter  Menge  diffus  im  Kern  enthalten  ist  (vgl.  Ries  1937  und  weiterhin 
auch  Duezetto  u.  a.).  — Von  H.  Girotjd  und  H.  Bulliabd  (1935)  wurden 
weitere  Techniken  (Fällung  mit  gesättigter  Ammoniumsulfatlösung  bzw. 
20°/0 iger  Zinkacetatlösung,  darauf  Nitroprussid-Na)  angegeben,  durch  die 
aber  wohl  in  erster  Linie  nur  die  von  den  Strukturen  gebundenen  Substanzen 
mit  der  SH-Funktion  erfaßt  werden. 

Neuerdings  wurden  von  Lison,  Cordier,  Clara  u.  a.  auch  histo- 
chemische  Methoden  zum  Nachweis  von  Phenolen,  also  aroma- 
tischen Hydroxylverbindungen,  deren  OH- Gruppe  direkt  am  Kern 
haftet,  ausgearbeitet.  Dazu  gehören  u.  a.  eine  der  häufigsten  Amino- 
säuren, das  Tyrosin,  weiterhin  Adrenalin,  also  ein  Hormon,  und  ver- 
schiedene spezielle  Stoffwechselprodukte  (wie  z.  B.  Tyramin  aus  der 
hinteren  Speicheldrüse  der  Cephalopoden,  Chinon  von  Julus  [Diplo- 
pode],  Vorstufen  der  Melanine  u.  a.,  wahrscheinlich  auch  Substanzen 
unbekannter  Natur,  wie  etwa  die  Granula  in  den  sog.  basalgekörnten 
Zellen  [Clara]  der  Lieberkühnschen  Drüsen  der  Wirbeltiere). 

Als  allgemeine  Phenolreaktionen  können  nach  Lison  die 
Azo-  und  die  Indoreaktion  gelten,  während  die  sog.  chromaffine 
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und  die  argentaffine  Reaktion  der  älteren  Histologen  histochemische 
Nachweismethoden  für  Di-  und  Polyphenole  in  ortho-  und  para- 
Stellung  sind.  Die  Azoreaktion  beruht  auf  einer  Azofarb- 
stoffbildung der  Gewebsphenole  mit  einem  Diazonium- 
salz  in  alkalischem  Milieu,  während  beide  Reagenzien  farblos 
sind.  Nachdem  Lison  eine  relativ  komplizierte  Technik  für  Her- 
stellung einer  auch  bei  tiefer  Temperatur  nur  für  wenige  Stunden 
haltbaren  Diazoverbindung  angegeben  hatte,  führte  Clara  haltbare 
und  fertig  käufliche  Diazosalze  als  Reagenzien  ein  (Nitrosaminrot 
und  Nitrazol  CF). 

Die  Indoreaktion  beruht  auf  der  Bildung  einer  gefärb- 
ten Indaminverbindung  durch  Oxydation  eines  unge- 
färbten aromatischen  Paradiamins  bei  Gegenwart  von 
Gewebsphenolen  nach  folgender  Formel: 


H9C/N<d/NHä  + \ ^°H  + 2 0 = 2 H*°  + 

Dimethylparaphenylen-  Phenol,  ungef. 
diamin,  ungef. 


h3c 

H3c/ 


N< 


>N  = 


gefärbter  Indophenol- 
farbstoff 


Während  die  Azo-  und  die  Indoreaktion  aus  neuester  Zeit  stammen, 
sind  die  chromaffine  und  die  argentaffine  Reaktion  schon  seit  langem 
in  der  Histologie  bekannt.  Sie  wurden  1865  von  Henle  entdeckt,  aber 
erst  neuerdings  durch  Gerard,  Cordier  und  Lison  in  ihrem 
Wesen  erkannt.  Als  besonders  chromaffin  galt  stets  die  Neben- 
niere. Diese  Eigenschaft  beruht  hier  auf  dem  Gehalt  an  Adrenalin. 
Bei  Fixierung  in  kaliumbichromathaltigen  Flüssigkeiten  färben  sich 
die  chromaffinen  Substanzen  lebhaft  braun,  was  früher  auf  die  Bil- 
dung von  Chromoxyden  zurückgeführt  wurde.  Lison  konnte  dem- 
gegenüber zeigen,  daß  die  Braunfärbung  auf  der  Bildung  von  Chin- 
hydronen  durch  nicht  sehr  starke  Oxydationsmittel  beruht.  Zur 
Unterscheidung  dieser  Reaktion  von  einer  einfachen  Chromsalz- 
absorption durch  das  Gewebe  dient  ein  Kontroll versuch  mit  Jodat, 
der  denselben  Erfolg  haben  muß. 

Die  argentaffine  Reaktion  beruht  dagegen  auf  der  Reduktion 
von  ammoniakalischem  S i lb  er  hydroxyd  zu  metallischem  Silber 
infolge  des  starken  Reduktionsvermögens  der  Polyphenole,  Amino- 
phenole  und  Pölyamine  mit  Ortho-  oder  Parastellung  der  Hydroxyl- 
gruppe. Die  argentaffine  Reaktion  ist  jedoch  nicht  entfernt  so  spe- 
zifisch wie  die  chromaffine  und  wird  z.  B.  auch  von  Aldehyden  ge- 
geben. Das  Reagens  wird  aus  verschiedenen  Silbersalzen  (vor  allem 
Silbernitrat)  und  Ammoniak  hergestellt  (für  die  Technik  vergleiche 
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Romeis  1932  und  Lison  1936).  Die  Reaktion  verläuft  nach  Lischst 
entsprechend  folgender  Formel: 

2 [Ag  (NH3)2]  OH  + R * 2 Ag  + H20  + 4NH3  + RO  . 

1 

Der  wesentliche  Unterschied  gegenüber  den  in  der  Nervenhistologie 
üblichen  Techniken  besteht  darin,  daß  bei  der  argentaffinen  Reaktion 
natürlich  kein  besonderes  Reduktionsmittel  angewendet  werden  darf 
(Unterschiede  gegenüber  dem  Vitamin-C-Nachweis  vgl.  S.  201). 
Die  argentaffine  Reaktion  hat  daher  nichts  zu  tun  mit  Silberimpräg- 
nationen, die  lediglich  auf  einer  sekundären  Reduktion  von  den  in 
„argentophilen“  Ge webssubstraten  adsorbierten  Silbersalzen  durch 
ein  fremdes  Reduktionsmittel  beruhen. 

Hauptuntersuchungsobjekte  für  die  chromaffine  und  die  argentaffine 
Reaktion  sind  die  Nebennieren  (Adrenalin!)  sowie  die  funktionell  entspre- 
chenden Gewebe  bei  niederen  Wirbeltieren,  ferner  die  basalgekörnten  Zellen 
vor  allem  in  den  Lieberkühnschen  Drüsen.  Die  umfangreiche  Literatur  über 
die  letzteren  ergibt  sich  wohl  schon  zur  Genüge  aus  den  Namen,  die  Lison 
für  diese  Zellen,  deren  Funktion  noch  nicht  endgültig  geklärt  ist,  anführt: 
Kultschitzkysche  Zellen,  Zellen  von  Nicolas-Ciaccio-Masson,  gelbe  Zellen 
nach  Schmidt,  entero-chrom-argentaffine  Zellen  nach  Pessin,  chrom-argent- 
affine  Zellen  nach  Cordier,  basalgekörnte  Zellen  nach  Clara  und  Kauf- 
mann - Wolff  , Chemoregulator-Zellen  nach  Törö.  Dieses  Namenverzeichnis 
zeigt  wohl  außerdem  auch,  wie  wesentlich  es  ist,  das  Wesen  der  histologi- 
schen Färbereaktionen  weiter  zu  klären,  damit  nicht  bestimmten  Zelltypen 
auf  Grund  histologisch  hervorragender  Kennzeichen  eine  besondere  Bedeu- 
tung beigemessen  wird,  ohne  daß  sich  daraus  mehr  als  bloße  Vermutungen 
ableiten  ließen.  Gerade  für  die  basalgekörnten  Zellen  bauen  die  Arbeiten  von 
Clara  und  seinen  Schülern  bewußt  auf  den  histochemischen  Nachweis- 
methoden für  bestimmte,  wohl  definierte  Stoffgruppen  auf  und  versuchen  im 
Zusammenhang  mit  vergleichenden  Untersuchungen  an  verschieden  ernährten 
und  durch  verschiedene  Reizstoffe  beeinflußten  Tieren,  die  Funktion  der  ba- 
salgekörnten Zellen  zu  ergründen. 

Die  Reaktionen  auf  Phenole  erscheinen  weiterhin  von  Bedeutung 
für  Untersuchungen  über  Chromogene.  In  der  biochemischen  Er- 
forschung der  Pigmentbildung  sind  zwei  Arbeitsrichtungen  fest- 
zustellen: die  eine  untersucht  vor  allem  die  Fermentsysteme,  die  für 
die  Melaningenese  von  Bedeutung  sind,  die  andere  die  Chromogene, 
auf  die  diese  Fermente  melaninbildend  wirken.  Vor  allem  aus  Rea- 
genzglasversuchen, bisher  weniger  auf  Grund  histochemischer  Be- 
funde, wurde  erschlossen,  daß  Tyrosin,  Dioxyphenylalanin  (Bloch) 
oder  andere  Substanzen  mit  Phenolgruppen  als  Chromogene  in 
Frage  kommen.  Damit  sind  diese  und  dementsprechend  die  Sub- 
strate der  Melanisierung  histochemischer  Analyse  zugänglich  geworden. 
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Einige  Arbeiten  von  Lison  beweisen  tatsächlich,  daß  die  Natur  der  Pro- 
pigmentgranula  durch  die  verschiedenen  Phenolreaktionen  geklärt  werden 
kann:  so  konnte  Lison  z.  B.  für  das  gelbliche  Propigment  im  Haar  von  Katzen- 
embryonen folgende  Eigenschaften  sicherstellen:  die  positive  Azo-  und  Indo- 
reaktion beweisen  das  Vorhandensein  mindestens  eines  Phenol-Hydroxyls 
im  Molekül  des  Propigments.  Die  chromaffine  Reaktion  ist  negativ,  also 
kann  es  sich  nicht  um  ein  Polyphenol  mit  Hydroxylen  in  Ortho-  oder  Para- 
stellung  handeln.  Die  positive  argentaffine  Reaktion  zeigt  dafür  noch  eine 
gewisse  reduzierende  Kraft  des  Propigmentes  an  (vgl.  auch  Arbeiten  von 
Broussy  am  Propigment  im  Integument  einer  Heuschrecke,  von  I.  Fischer 
über  das  Pigment  in  den  Malpighischen  Gefäßen  des  Mehlwurms , von  Seeger 
in  den  Leydigschen  Zellen  von  Amphibien).  Nach  Lison  wurden  Phenole 
weiterhin  z.  B.  in  den  Wanderzellen  der  Auster,  in  Drüsenzellen  verschiedener 
Tintenfische,  in  der  Niere  von  Patella,  in  Dotterkörnchen  von  polycladen 
Turbellarien,  in  Giftdrüsen  verschiedener  Kröten,  im  Blut  von  Spinnen 
nachgewiesen. 

Durch  eine  Kombination  verschiedener  Nachweismethoden  (Ehrlichsche 
Dimethylaminobenzaldehydreaktion , Indopheninreaktion,  Nitrosaminreaktion 
nach  Lison  und  Nitroreaktion,  negative  Azoreaktion)  gelingt  es  neuerdings 
Lison,  Indolverbindungen  nachzu weisen,  die  ja  auch  in  den  Organismen 
als  Stoffwechselprodukte  eine  Rolle  spielen  (Tryptophan,  Indol,  Skatol  u.  a.). 
So  fanden  sich  z.  B.  in  der  Purpurdrüse  der  Schnecke  Murex  Substanzen 
mit  Indolkern,  die  vielleicht  als  Chromogen  für  den  Farbstoff  dienen,  und 
ähnlich  reagierten  bestimmte  Granulationen  bei  dem  Lungenfisch  Protop- 
terus. 

Besonders  eingehend  wurde  die  Histochemie  der  Chroma- 
tinstrukturen untersucht,  daher  sollen  hier  nicht  nur  die  Nach- 
weismethoden, sondern  auch  die  physiologisch-chemischen  Bezie- 
hungen kurz  behandelt  werden.  Nachdem  ursprünglich  alle  stärker 
färbbaren  Kernstrukturen  im  Anschluß  an  Flemming  als  Chromatin 
bezeichnet  wurden  (vgl.  z.  B.  die  Begriffe  Basi-  und  Oxychromatin 
von  Heidenhain  S.  222),  definierte  Belar  im  Anschluß  an  Boveri 
rein  morphogenetisch : Chromatin  ist  alles,  was  Chromosomen  aus  sich 
hervorgehen  lassen  kann.  Da  nun  aber  die  einzige  kennzeichnende 
und  chemisch  genauer  bekannte,  in  allen  Chromosomen  und  in  fast 
allen  Kerntypen  nachgewiesene  Substanz  die  Thymonucleinsäure 
ist,  versucht  man  von  einer  mehr  physiologischen  Einstellung  aus 
daneben  alles  das  unter  Chromatin  zu  begreifen,  was  Thymo- 
nucleinsäure enthält,  wobei  nicht  erörtert  zu  werden  braucht,  ob 
die  Thymonucleinsäure  nur  eine  das  ,, Chromatin“  begleitende  er- 
gastische  Substanz  ist  oder  selbst  zur  Konstitution  des  Gen- 
materials in  untrennbarer  Beziehung  steht.  Nur  in  den  Kernen 
vieler  wachsenden  Eizellen  ließ  sich  bisher  keine  Thymonucleinsäure 
nachweisen  (Koch,  Bauer,  Alexandrov  u.  a.),  bzw.  sie  ist  dort 
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so  sehr  verteilt  oder  „ verdünnt“,  daß  sie  sich  dem  Nachweis 
entzieht. 

Als  Hauptnachweis  des  Chromatins  gilt  die  Feulgensche  Nucleal- 
reaktion  auf  Thymonucleinsäure.  Bekanntlich  sind  die  zuerst  von 
Miescher  gewonnenen  Nucleine  Nucleoproteide,  die  außer  dem  Eiweiß  - 
anteil  und  der  prosthetischen  Gruppe  vielleicht  noch  Eisen  in  unbekannter 
Bindung  enthalten  (vgl.  dagegen  aber  auch  S.  239).  In  einigen  Fällen  läßt 
sich  das  salzartig  mit  der  prosthetischen  Gruppe  verbundene  Eiweiß  leicht 
abspalten  (so  z.  B.  mitunter  ein  Teil  durch  Pepsin,  der  Rest  durch  Trypsin). 
Bei  einigen  Fischspermien  handelt  es  sich  um  Protamine,  in  anderen  Fällen 
um  Histone.  Nach  völliger  Abspaltung  der  Eiweißkomponenten  bleiben  als 
prosthetische  Gruppe  stark  saure,  phosphorreiche  Stoffe  zurück,  die  Nuclein- 
säuren.  Sie  sind  ihrerseits  zusammengesetzt  aus  o-Phosphorsäure,  Purin- 
oder Pyrimidinbasen  und  einem  Kohlehydrat,  bei  Thymonucleinsäure  und 
Hefenucleinsäure  einer  Pentose.  Eine  einfache  Nucleinsäure,  ein  Mono- 
nucleotid,  enthält  jede  dieser  drei  Komponenten  nur  einmal.  Bei  der 
Spaltung  ergeben  sich  jedoch  gewöhnlich  Produkte,  die  diese  Bestandteile 
mehrfach  aufweisen,  es  haben  demnach  also  Polynucleotide  Vorgelegen.  Es 
scheint  so,  als  ob  ganz  allgemein  die  Thymonucleinsäure  die  typische 
Nucleinsäure  der  pflanzlichen  und  tierischen  Zellkerne  sei,  während  die 
anderen  bisher  entdeckten  Nucleinsäuren,  wie  z.  B.  die  Hefenucleinsäure 
und  die  Pankreasnucleinsäure,  mehr  oder  ausschließlich  im  Plasma  vor- 
handen sind. 

Auf  dem  Vorhandensein  der  Pentose  beruht  nun  die  S.  136  aus- 
führlicher dargestellte  „Aldehydreaktion“  mit  fuchsinschwefliger 
Säure  ( Schiff sches  Reagens)  nach  vorhergehender  Hydrolyse  mit 
n HCl  bei  60°.  Die  Pentose  der  Thymonucleinsäure  ist  die  d-2- 
Ribodesose,  während  die  Pentose  der  Hefenucleinsäure  und  der  freien 
im  Plasma  vorkommenden  Mononucleotide  der  tierischen  Gewebe 
die  d-Ribose  ist,  bei  der  die  Nuclealreaktion  negativ  ausfällt. 
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Die  mit  den  Pentosen  zum  Nucleosid  vereinigten  Basen  sind  vom  Pyri- 
midin- und  vom  Purinring  abzuleiten,  wobei  der  Purinring  als  Kondensations- 
produkt aus  Pyrimidin  und  Imidazol  aufgefaßt  werden  kann: 
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Als  Spaltprodukte  werden  aus  Nucleotiden  und  Nucleosiden  vor  allem 
folgende  Pyrimidinderivate  gewonnen:  Cytosin,  Uracil  und  Thymin  und 
als  Purinderivate  Adenin  und  Guanin.  Durch  bestimmte  spezifisch  wirkende 
Fermente,  die  sog.  Purindesamidasen,  werden  diese  Stoffe  im  Körper  schon 
vor  ihrer  Abspaltung,  also  im  Verbände  mit  der  Phosphorsäure  und  der 
Pentose  als  Nucleosid  oder  Nucleotid,  zum  Hypoxanthin  oder  Xanthin 
desaminiert.  Das  Hypoxanthin  kann  auf  dem  Wege  über  das  Xanthin 
ebenso  wie  dieses  zu  Harnsäure  weiteroxydiert  werden. 
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Vor  allem  auf  dem  Gehalt  an  Pyrimidinbasen  beruht  nach  Cas- 
person  der  spezifische  Nachweis  des  Chromatins  mit 
Hilfe  ultravioletten  Lichtes  (siehe  S.  226)  infolge  der 
selektiven  Absorption  durch  den  Pyrimidinring. 

Von  den  Mononucleotiden  ist  für  die  tierischen  Gewebe  die  Adenylsäure 
besonders  wesentlich,  die  aus  dem  entsprechenden  Nucleosid  durch  Eintritt 
von  Phosphorsäure  entsteht: 
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Aus  Extrakten  lebensfrischer  Muskulatur  konnte  Lohmann  die  Adenyl - 
pyrophosphorsäure  gewinnen,  die  wahrscheinlich  als  Co-Ferment- System 
beim  anaeroben  Abbau  der  Kohlehydrate  im  Muskel,  also  bei  der  Glycolyse, 
eine  Rolle  spielt. 
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Interessanterweise  ist  auch  das  Wasserstoff  übertragende  Co -Ferment,  das 
bei  der  Reduktion  der  oxydierten  Stufe  des  gelben  Oxydationsfermentes 
eine  katalytische  Rolle  spielt,  ein  Mononucleotid  (Triphospho-pyridin- 
nucleotid)  und  auch  das  gelbe  Oxydationsferment  ließ  sich  in  einen  Eiweiß- 
körper und  eine  Wirkungsgruppe  zerlegen,  die  in  stöchiometrischem  Ver- 
hältnis stehen,  und  bei  der  letztere,  die  Lactoflavinphosphorsäure,  eine  Ver- 
bindung der  d-Ribose  mit  einem  heterocyclischen  Ring  System,  dem 
Isoalloaxin,  und  o-Phosphorsäure  darstellt.  Die  Muttersubstanz  des  gelben 
Oxydationsfermentes  ist  ein  Wachstumsfaktor,  Vitamin  B2  oder  Lacto- 
flavin,  aus  dem  der  Tierkörper  durch  Veresterung  mit  Phosphorsäure  und 
Bindung  an  Eiweiß  (z.  B.  in  der  Leber)  das  gelbe  Ferment  aufzubauen  ver- 
mag. Dabei  ist  aber  wohl  die  Frage  nach  den  Beziehungen  des  Fermentes 
und  des  Enzyms  zu  den  Nucleoproteiden,  also  zum  eigentlichen  Chromatin, 
noch  gänzlich  ungeklärt.  Es  handelt  sich  hier  nun  aber  zweifellos  um  ein 
sehr  wesentliches  Problem,  dessen  Lösung  vielleicht  im  Zusammenhang 
mit  der  Cytogenetik  den  Schlüssel  zum  Verständnis  der  Bedeutung  des 
Zellkernes  erbringen  wird. 

Von  den  Polynucleotiden  sei  hier  nur  die  Thymonucleinsäure  angeführt, 
deren  Abbau  auf  eine  Zusammensetzung  aus  Guanylsäure  und  Adenylsäure 
als  Derivate  der  Purinbasen,  Cytidylsäure  und  Thymosinsäure  als  Derivate 
der  Pyrimidinbasen  schließen  läßt.  Es  liegen  also  insgesamt  vier  Nucleotide 
vor,  wobei  die  Reihenfolge  und  die  Art  ihrer  Bindung  wohl  noch  nicht  end- 
gültig geklärt  ist.  Für  eine  eingehendere  Orientierung  sei  auf  Levene, 
Fetjlgen  sowie  auch  Lehnartz  verwiesen. 
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Andere  Nachweismethoden  als  die  Nuclealreaktion  für  Nucleinsäuren, 
die  Untersuchung  mit  Hilfe  von  UV- Licht  und  vielleicht  noch  Ferment- 
methoden in  Verbindung  mit  Kernfärbungen  (das  Chromatin  von  Säugetier- 
spermatozoen widersteht  allerdings  den  Nucleasen,  während  Nißlschollen 
gelöst  werden)  haben  bisher  nicht  zum  Ziele  geführt.  Alle  Versuche,  das 
Chromatin  auf  Grund  des  Phosphorgehaltes  nachzu weisen  (Lilienfeld 


Schematischer  Aufbau  der 
Hefenucleinsäure  nach 
Levene,  vgl.  Lehnartz. 
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und  Monti,  Macallum)  verliefen  bisher  ohne  Erfolg.  Auch  die  Angaben, 
daß  das  Chromatin  Reaktionen  auf  maskiertes  Eisen  geben  soll  (Miescher, 
Macalltjm)  haben  sich  durch  neuere  kritische  Untersuchungen  (Policard 
1934)  nicht  bestätigen  lassen  und  entsprechen  auch  nicht  den  chemischen 
Untersuchungen  über  den  Aufbau  des  Chromatins. 

Ganz  kurz  mögen  anschließend  noch  die  wichtigsten  Reaktionen 
für  einige  Abbauprodukte  des  Chromatins  und  verwandte  Körper 
behandelt  werden. 

Harnstoff  ist  nach  Leschke  (1914)  nach  Fällung  durch  Queck- 
silbernitrat in  verdünnter  Salpetersäure  als  schwarzes  Quecksilber- 
sulfid nach  Einwirkung  von  Schwefelwasserstoff  oder  auch  durch 
Fällung  mit  Xanthydrol  nachzuweisen.  Die  erste  Methode  kann  wohl 
kaum  als  spezifisch  noch  auch  als  besonders  brauchbar  in  bezug  auf 
die  Lokalisierung  gelten.  Für  die  an  sich  zuverlässigere  Xanthydrol- 
reaktion  (Fosse  1914,  vgl.  H.  Stübel  1929),  die  zu  einem  kristallinen 
und  schwer  löslichen  Niederschlag  von  Dixanthylharnstoff  führt, 
bestehen  alle  gegen  Fällungsreaktionen  vorgebrachten  Bedenken  zu 
Recht  (siehe  S.  132;  z.  B.  Molekulargewicht  von  Harnstoff  60,  von 
Xanthydrol  198,  daher  größere  Diffusibilität  des  nachzuweisenden 
Stoffes,  geringeres  Durchdringungsvermögen  des  Reagens.  Ver- 
lagerungen, Fällungsverzögerungen,  Kristallkeimbildungen  usw.), 
zumal  sich  die  Fällung  sehr  langsam  vollzieht.  Daraus  lassen  sich 
auch  wohl  viele  Unstimmigkeiten  über  Vorkommen  und  Bildung  von 
Harnstoff  in  verschiedenen  Abschnitten  von  Nierenkanälchen  erklären. 

Die  Nachweismethoden  für  Purinkörper  mit  Silber-  und  Kupfer- 
salzen sind  unspezifisch.  Sie  beruhen  auf  der  Tatsache,  daß  die  Kupfer- 
und  Silbersalze  der  Purine  unlöslich  und  sekundär  durch  Kalium- 
ferrocyanid  als  rotes  Kupferferrocyanid  nachzuweisen  sind.  Brauch- 
barer ist  die  Murexidprobe,  die  auf  der  Bildung  des  purpurroten 
Ammoniumsalzes  der  sog.  Purpursäure  (über  Alloxantin)  bei  Ein- 
wirkung von  Ammoniak  auf  Harnsäure  und  Purinkörper  nach  vor- 
heriger Behandlung  mit  heißer  Salpetersäure  beruht,  und  die  un- 
schwer von  der  Xanthoproteinprobe  zu  trennen  ist  (siehe  S.  160). 

Guanin  und  Harnsäure  können  durch  ihre  verschiedenen 
Lösungsreaktionen  getrennt  werden.  Guanin  ist  sehr  wenig 
löslich  in  Wasser,  unlöslich  in  organischen  Lösungsmitteln,  leicht- 
löslich in  Mineralsäuren,  nicht  hingegen  in  organischen  Säuren,  lös- 
lich in  starken  Basen  außer  Ammoniak,  unlöslich  in  Piperazinchlor- 
hydrat; dagegen  ist  Harnsäure  in  Mineralsäuren  unlöslich  und  in 
Piperazinchlorhydrat  löslich. 


172 


Histochemie 


c)  Nachweismethoden  für  Fette  und  ,, Fettartige “ 

Die  Histochemie  der  Fettsubstanzen  ist  in  vielen  Punkten  noch  recht 
unentwickelt.  Im  allgemeinen  trennen  die  histochemischen  Nachweise  nur 
Fettsubstanzen  im  engeren  Sinne  (Neutralfette,  d.  h.  also  Glyceride 
von  Fettsäuren,  Seifen  und  vielfach  auch  Cholesterin  und  Cholesteride) 
und  ,, Lipoide“.  Unter  dem  Begriff  ,, Lipoide“  werden  teilweise  noch  alle 
in  Fettlösungsmitteln  löslichen  Substanzen  zusammengefaßt,  entsprechend 
der  Ansicht  von  Overton,  Bang  u.  a.,  während  andere  unter  Lipoiden  die 
unverseifbare  Fraktion  der  Fettsubstanzen,  wieder  andere  jedoch  vor  allem 
Phosphatide  (Phosphorlipoide),  Cerebroside  (Galactolipoide),  Sulfatide  und 
manche  Autoren  auch  noch  die  Sterine  (also  bei  tierischen  Geweben,  vor 
allem  das  Cholesterin)  darunter  verstehen.  Aschoff  stellt  Cholesterin 
und  die  Cholesteride  aber  wieder  in  eine  besondere  Gruppe. 

Bei  dieser  Sachlage  scheint  es  angebracht,  zunächst  ganz  allgemein  von 
Fettsubstanzen  als  den  in  Fettlösungsmitteln  löslichen  Stoffen  zu  sprechen 
und  anschließend  auf  die  einzelnen  Nachweise  und  ihre  Leistungsfähigkeit 
einzugehen. 

Weiterhin  sind  einige  einschränkende  Bemerkungen  über  die 
qualitative  und  quantitative  histochemische  Erfassung  der  Fett- 
substanzen zu  machen:  Relativ  leicht  ist  eine  Analyse  des 
paraplasmatisch  abgelagerten  Fettes  in  den  Geweben.  Da- 
gegen entzieht  sich  das  regelmäßig  in  feinster  Verteilung  vorkommende 
Fett  den  meisten  Nachweisen  und  tritt  vielfach  erst  in  Extrakten  in 
Erscheinung.  Außerdem  aber  finden  sich  mit  Eiweißsubstanzen  ge- 
kuppelte, gleichsam  „maskierte“  Fettsubstanzen,  die  histo- 
chemisch  nicht  faßbar,  mit  den  üblichen  Lösungsmitteln 
nicht  extrahierbar  und  oft  erst  nach  Verdauung  mit 
Eiweißfermenten  darstellbar  sind  (Biedermann  24). 

Ciaccio  unterscheidet  so  zwischen  freien  Fettsubstanzen  und 
den  Histolipoiden.  Letztere  sollen  nur  nach  entsprechender  De- 
maskierung (durch  sogenannte  „lipophanerogene  Agenzien“)  nach- 
zuweisen sein,  so  z.  B.  nach  Fixierung  in  Formol-Uran  oder  Formol- 
Kobalt,  wie  sie  Cajal  bzw.  da  Fano  für  die  Darstellung  des  Golgi- 
apparates  angegeben  haben,  bzw.  die  Histolipoide  werden  nach  der 
Fixierung  durch  Behandlung  mit  Pepsin,  Trypsin  oder  mit  Laugen 
bzw.  Phenol  frei  gemacht  (anschließend  Chromierung  und  darauf 
Färbung  mit  Sudan). 

Daß  tatsächlich  Komplexverbindungen  zwischen  Eiweiß- 
und  Fettsubstanzen,  die  keine  Fettreaktion  mehr  geben,  auf- 
treten  können,  zeigte  M.  Macheboeuf  (1937),  der  klare  Gele  von 
Cholesterin-Eiweißkomplexen  erhielt,  aus  denen  das  Cholesterin 
durch  Äthyl  äther  nicht  zu  extrahieren  war. 
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Diese  Komplexverbindungen  scheinen  jedoch  vielfach  leicht  zu 
zerfallen.  So  wird  als  Lipophanerose  vor  allem  das  Auftreten 
„paraplasmatischer“  Fetteinschlüsse  bei  der  ,, Zelldegeneration“  und 
vielen  pathologischen  Vorgängen  beschrieben.  Diese  Erscheinung 
wird  jedoch  nicht  immer  sicher  abgegrenzt  von  der  sogenannten 
fettigen  Infiltration,  d.  h.  der  Aufspeicherung  von  Fett. 
Eine  typische  Lipophanerose  tritt  z.  B.  meistens  in  den  Frühstadien 
der  Autolyse  sowie  degenerativer  Gewebsveränderungen  ein,  während 
die  „Verfettung“  vieler  Zellen  in  der  Gewebekultur  wohl  von  den 
meisten  Untersuchern  als  Infiltration  aufgefaßt  wird  (vgl.  vor  allem 
Szantroch,  Rix  u.  a.). 

Als  eine  Art  Lipophanerose  kann  wohl  auch  das  Auftreten  der 
sogenannten  Myelinfiguren  gedeutet  werden,  die  sich  bei  Behand- 
lung von  Protoplasma  oder  Zellstrukturen  mit  Wasser,  Alkalien, 
Fettsäuren,  Seifen  usw.  ergeben.  Diese  Myelinfiguren  entsprechen  in 
ihrem  morphologischen  und  optischen  Verhalten  (Doppelbrechung, 
Brewstersches  Kreuz  in  polarisiertem  Licht  usw.)  durchaus  denen, 
die  unter  denselben  Umständen  vielfach  aus  Lecithin  und  anderen 
Phosphatiden  entstehen.  Lecithin  soll  schon  bei  Behandlung  mit 
Wasser  Myelinfiguren  geben,  Sterine  dagegen  nur  nach  Behandlung 
mit  einem  Alkali  und  in  Gegenwart  einer  Fettsäure.  Auch  die  oft 
beobachteten  „Entmischungserscheinungen“,  die  z.  B.  bei  auf- 
quellenden Mitochondrien  festgestellt  wurden  (s.  S.  247)  sind  wohl 
hierher  zu  rechnen,  zumal  einige  Lipoide  ein  starkes  Quellungsver- 
mögen besitzen. 

Die  histochemische  Erfassung  der  Fettsubstanzen  ist  deswegen 
besonders  schwierig,  weil  die  in  den  Geweben  vorkommenden  „Fette“ 
wohl  stets  Gemische  darstellen.  Daher  sind  Modellversuche  mit 
chemisch  reinen  Substanzen,  die  von  Filtrierpapierstreifen,  Zigaretten- 
papier (Ciaccio  u.  a.)  oder  Holundermark  (Kauffmann  und  Leh- 
mann) aufgenommen  wurden,  manchmal  von  nur  sehr  bedingtem 
Wert,  da  die  Fettgemische  oft  stark  von  dem  Verhalten  der  einzelnen 
Komponenten  ab  weichen  (s.  die  vergleichenden  Untersuchungen  von 
Kauffmann  und  Lehmann  mit  zahlreichen  Lipoidgemischen  und  an 
Organen). 

Die  Fettreaktionen  sind  vor  allem  an  frischem  unfixiertem  Ma- 
terial bzw.  nach  nicht  zu  langer  Formolfixierung  und  an  Gefrier- 
schnitten durchzuführen.  Jedoch  auch  Formol  verändert  die  Fett- 
substanzen: bei  längerer  Aufbewahrung  tritt  ein  Verlust  ein,  außer- 
dem können  Kristalle  erscheinen,  oder  es  sind  Veränderungen  der 
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Löslichkeit  (z.  B.  nimmt  die  Löslichkeit  in  Aceton  nach  Formol- 
fixierung  ab),  der  Doppelbrechung,  der  Färbung  mit  Nilblausulfat  u.  a. 
festzustellen. 

Aus  dem  Vorhergehenden  ergibt  sich  also,  daß  die  Methode  der 
biologischen  Chemiker,  die  verschiedenen  Fettsubstanzen  durch 
fraktionierte  Extraktion  mit  sogenannten  Fettlösungsmitteln 
(z.  B.  im  Soxhlet-Apparat)  zu  erfassen,  nicht  ohne  weiteres  in  die 
Histochemie  und  auf  Schnittpräparate  zu  übertragen  ist.  Durch 
Fixierung  (z.  B.  mit  Formol,  Chromaten  usw.),  durch  Komplexbildung 
mit  anderen  Substanzen  und  durch  besondere  physikalische  Faktoren 
können  die  Löslichkeitsverhältnisse  der  Gewebsfettsubstanzen  grund- 
sätzlich andersartig  sein. 

Die  sicherste  Methode  zum  Nachweis  von  Fettsubstanzen,  gleich 
welcher  Art,  ist  die  Färbung  mit  fettlöslichen  Farbstoffen 
wie  z.  B.  Sudan  III,  Scharlach  R u.  a.  aus  einer  verdünnten  alko- 
holischen Lösung  (s.  auch  S.  139).  Neuerdings  empfiehlt  Lischst  außer- 
dem Sudanschwarz  B,  weiterhin  Sudanrot  B (I.  G.  Farbenindustrie) 
und  Blau  ZBL  (Ciba).  Es  handelt  sich  um  einen  rein  physikalisch 
bedingten  Lösungsvorgang  des  neutralen,  nicht  salzbildenden  Farb- 
stoffes aus  einem  Milieu  mit  schlechten  Lösungsbedingungen  in  der 
Fettphase  mit  besseren  Löslichkeitsverhältnissen  (s.  S.  98).  Unter- 
schiede zwischen  der  Rotfärbung  der  Neutralfette,  des  Cholesterins 
in  mehr  orangefarbenem  Ton  und  der  mehr  fahlen  Anfärbung  der 
Phosphorlipoide  beruhen,  falls  sie  tatsächlich  bestehen,  dement- 
sprechend nur  auf  einer  verschieden  starken  Anreicherung  des  Farb- 
stoffes, nicht  hingegen  auf  verschiedenen  chemischen  Affinitäten.  Bei 
diesen  Konzentrationsdifferenzen  hinsichtlich  der  Farbstoffaufnahme 
spielt  wohl  vor  allem  der  Schmelzpunkt  der  gefärbten  Fettsubstanzen 
eine  besondere  Rolle.  Die  Färbung  bei  höherer  Temperatur  wird  daher 
eine  größere  Anzahl  von  Fettsub stanzen  umfassen.  Bei  tiefer  Tem- 
peratur färben  sich  vor  allem  die  niedrig  schmelzenden  Trioleine, 
während  Palmitin-  und  Stearinester  viel  weniger  Farbstoff  aufnehmen 
können.  Ein  Nachteil  ist  dabei,  daß  die  Farbstoffe  in  Fettlösungs- 
mitteln, wie  z.  B.  verdünntem  Alkohol,  gelöst  werden  müssen,  so  daß 
ein  Kompromiß  zwischen  einer  möglichst  geringen  Alkoholkonzen- 
tration und  einer  noch  genügenden  Farbstoffkonzentration  zu 
schließen  ist.  Vor  allem  gehen  Fettsäuren  und  Alkaliseifen  bei  der 
Färbung  mit  alkoholischen  Farbstofflösungen  wohl  fast  immer  in 
Lösung  und  damit  für  die  Reaktion  verloren. 
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Es  bleibt  abzuwarten,  ob  die  neuerdings  von  A.  Hadjioloff  (1936)  angegebe- 
nen Farbstoff lösungen  in  einer  wäßrigen  Lösung  von  Trichloressigsäure, 
Saponin,  Seife  oder  Coffeinum  benzoicum  oder  citricum  besser  geeignet  sind. 

Die  Lösungen  von  Chlorophyll,  Indophenol,  Alkanna,  Carotin 
bedeuten  histochemisch  bisher  keine  eigentlichen  Fortschritte  und  ,, be- 
reichern“ im  wesentlichen  nur  die  histologischen  Rezeptbücher.  Allerdings 
konnte  in  letzter  Zeit  J.  Verne  (1936)  durch  die  Färbung  mit  Caro- 
tinoiden und  Astacin  (dem  extrahierten  Farbstoff  aus  Krebspanzer, 
vgl.  S.  184)  zwei  verschiedene  Kategorien  von  Fettsubstanzen  nachweisen: 
nur  die  Fette  sind  mit  diesen  Farbstoffen  färbbar,  die  erst  nach  vorhergehender 
Oxydation  die  Plasmalreaktion  mit  fuchsinschwefliger  Säure  (s.  S.  179) 
geben,  während  alle  Fettsubstanzen  ohne  Unterschied  sudanophil  sind. 
Außerdem  scheinen  bestimmte  Beziehungen  zwischen  der  Plasmal-  (Feulgen- 
Verne-)  Reaktion,  der  Färbbarkeit  mit  Carotinoiden  und  der  Nadi-Reaktion 
(s.  S.  195)  zu  bestehen:  die  natürlicherweise  mit  Carotinoiden  gefärbten 
Fettsubstanzen  geben  wahrscheinlich  erst  dann  die  Feulgen- Verne-Reaktion, 
wenn  nach  vollständiger  Aufoxydation  der  Carotinoide  auch  eine  Oxydation 
der  Fettsubstanzen  selbst  eintrat;  mit  dem  Maße  aber,  mit  dem  die  Feulgen- 
Verne-Reaktion  positiv  wird,  schwindet  die  Nadi-Reaktion.  Es  ist  wohl 
noch  fraglich,  inwieweit  sich  diese  färberischen  Unterschiede  zu  sicheren 
Nachweismethoden  für  bestimmte  Stoffgruppen  entwickeln  lassen  werden. 

Nilblausulfat,  das  von  Lörrach  Smith  zur  Trennung  von  Neu- 
tralfetten und  Fettsäuren  eingefübrt  wurde,  soll  durch  die  abdisso- 
ziierte fettlösliche  rote  Farbbase  Neutralfette  rot  färben,  hingegen  von 
Fettsäuren  zu  blauen  Nilblauseifen  gebunden  werden.  Obwohl 
Nilblausulfat  als  hervorragender  Vitalfarbstoff  histochemisch  be- 
sonders erwünscht  wäre,  ist  vor  zu  weitgehenden  Schlüssen  zu 
warnen:  es  ist  kein  Fettfarbstoff,  wie  Scharlach  und  Sudan,  sondern 
färbt  ebensogut  wäßrige  Phasen,  Eiweißkörper  usw.  Die  Blaufärbung 
ist  außerdem  keineswegs  spezifisch  für  Fettsäuren;  die  Färbbarkeit 
der  reinen  Glyceride  ist  dagegen  so  gering,  daß  sie  vital  kaum  gelingt 
und  nur  bei  außerordentlichem  Farbstoff angebot  postvital  glückt 
(vgl.  auch  die  Kritik  von  Kauffmann  und  Lehmann,  Lison  u.  a.). 
Tritt  jedoch  Rotfärbung  ein,  so  soll  dies  vor  allem  auf  dem  Vor- 
handensein von  ungesättigten  Glyceriden  (Triolein)  beruhen,  jeden- 
falls den  Schluß  auf  neutrale  Ester  zulassen  (vgl.  Gross  1926).  Blau- 
färbung sagt  dagegen  histochemisch  gar  nichts.  Trotz  dieser  Be- 
denken ist  Nilblausulfat  manchmal  von  besonderer  histophysio- 
logischer  Bedeutung,  da  es  infolge  seiner  Eigenschaft  als  Vitalfarb- 
stoff bestimmte  Veränderungen  in  Lipochondrien,  Fettröpfchen  und 
Dotterschollen  anzuzeigen  vermag. 

Histochemisch  unzuverlässig,  wenngleich  morphologisch  oft  brauch- 
bar ist  der  Fettnachweis  durch  Osmiumtetroxyd  (Osmium- 
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säure).  Primär  tritt  dabei  eine  Schwärzung  infolge  Reduktion  zu 
0s02  wohl  nur  in  den  Fettsubstanzen  ein,  welche  die  ungesättigte 
Gruppe  — C = C — aufweisen,  also  vor  allem  durch  die  Ölsäure,  nicht 
hingegen  durch  Stearin-  und  Palmitinsäure.  Bei  nachfolgender  Ein- 
wirkung von  Alkohol  setzt  eine  umfassendere,  sogenannte  sekundäre 
Schwärzung  ein,  über  deren  Bedeutung  bislang  keine  Klarheit  be- 
steht. Nach  Berg  soll  dabei  0s04  im  Fett  zurückgehalten  und  vom 
Alkohol  sekundär  reduziert  werden.  Lecithin  soll  nach  anderen 
Autoren  keine  primäre,  wohl  aber  eine  sekundäre  Schwärzung  be- 
wirken. Durch  Kaliumbichromat  wird  die  Osmiumreaktion  bei  vielen 
Fettsubstanzen  verändert;  darauf  beruht  z.  B.  der  Marchische 
Lecithinnachweis : durch  Kaliumbichromat  soll  die  im  Lecithin 
wahrscheinlich  vorkommende  ungesättigte  Fettsäure  im  Gegensatz 
zu  den  übrigen  Fettsubstanzen  so  verändert  werden,  daß  sie  nicht 
mehr  „sekundär“  0s04  reduziert.  Eine  ganze  Reihe  von  Fett- 
substanzen reduzieren  aber  weder  primär  noch  sekundär  Osmium- 
säure (gesättigte  Fettsubstanzen,  Natriumoleat,  ja  sogar  Ölsäure 
unter  bestimmten  Bedingungen  [nach  Rossi,  vgl.  Lison]).  Aus  der 
Intensität  bzw.  dem  Farbton  der  Imprägnation  versuchten  verschie- 
dene Autoren  wohl  unbegründet  weitgehende  histochemische  Schlüsse 
zu  ziehen.  Andererseits  gibt  es  Substanzen  von  nicht  fettartiger 
Natur,  die  auch  0s04  reduzieren,  z.  B.  Gerbsäure  und  Eleidin. 

Diese  gegen  die  Osmiumsäure  als  histochemisches  Reagens  vor- 
gebrachten Bedenken  richten  sich  natürlich  in  keiner  Weise  gegen 
ihre  Brauchbarkeit  als  Fixierungs-  und  Imprägnationsmittel  für 
morphologische  Zwecke,  zumal  wir  kein  anderes  auch  nur  entfernt 
die  Zellstruktur  so  „natürlich“  erhaltendes  Fixationsmittel  zur  Ver- 
fügung haben. 

Neuerdings  untersuchte  N.  L.  Hoerr  (1936)  die  Brauchbarkeit  der 
Osmiumsäure  als  histochemisches  Reagens  und  in  bezug  auf  die  natürliche 
Erhaltung  der  fetthaltigen  Zellstrukturen,  ohne  die  Frage,  welche  Fette 
und  Lipoide  im  Präparat  selbst  geschwärzt  werden  und  welche  nicht,  zu 
entscheiden.  Mit  Recht  werden  aber  Schlüsse  aus  den  Versuchen  mit  reinen 
Fettsubstanzen  in  „Zigarettenpapier“  zurückgewiesen.  Bemerkensweit  ist, 
daß  alle  Säuren  enthaltenden  Fixierungsmittel  für  zu  osmierende  Präparate 
ungeeignet  sind,  da  die  Säure  auch  in  geringsten  Quantitäten  „die  kom- 
plexen Phosphorlipoide  hydrolysiert  und  Fettsäuren  freimacht“.  Weiterhin 
braucht  die  Reduktion  der  Osmiumsäure  nicht  unbedingt  an  reduzierende 
Fettsubstanzen  gebunden  zu  sein,  denn  auch  ein  im  Soxhlet- Apparat  mehrfach 
extrahierter  Schnitt  kann  noch  osmiert  werden.  Weiterhin  wird  vor  zu 
weitgehenden  Schlußfolgerungen  aus  unvollständig  osmierten  Strukturen 
(wie  z.  B.  Ring-  und  Schalenstrukturen)  sowie  aus  den  Ergebnissen  einer 
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verlängerten  Osmierung  bei  erhöhter  Temperatur  gewarnt.  Daß  diese  Hin- 
weise berechtigt  sind,  ergibt  eine  Übersicht  über  die  Literatur  des  Golgiappa- 
rates  und  der  Mitochondrien : eine  Fülle  von  Angaben  ist  lediglich  auf  Os- 
mierungsartefakte  zurückzuführen . 

Auch  die  histochemische  Analyse  mit  Hilfe  polarisierten 
Lichtes  vermag  nur  Hinweise,  nicht  hingegen  zuverlässige  Nach- 
weise zu  geben,  da  stets  Gemische  verschiedener  Fettsubstanzen 
Vorkommen  und  die  optischen  Eigenschaften  auch  davon  ab- 
hängen,  ob  die  Stoffe  flüssig,  erstarrt  oder  kristallisiert  vorliegen. 
Die  Glyceride  kommen  normalerweise  als  einfach  brechende  flüssige 
Tröpfchen  vor,  in  der  Kälte  können  doppelbrechende  Kristallnadeln 
von  Tripalmitin  und  Tristearin  auftreten,  während  Triolein  unkristalli- 
siert  bleibt.  Das  Auftreten  doppelbrechender  Kristalle  bei  Abkühlung 
braucht  also  nicht  auf  dem  Auskristallisieren  von  F ettsäuren  zu  beruhen. 
Umgekehrt  liegen  die  Fettsäuren  in  vivo  meist  auch  gelöst  oder  in  flüs- 
sigem Zustand  vor  und  sind  dementsprechend  nicht  doppelbrechend. 

Dagegen  zeichnen  sich  Cholesterin  und  Cholesteride  meist  durch 
ihr  optisches  Verhalten  aus,  sofern  sie  mehr  oder  weniger  rein  Vor- 
kommen (wie  z.  B.  in  der  Galle  und  bei  bestimmten  Krankheiten), 
sei  es  als  doppelbrechende  rhombische  Plättchen  oder  als  flüssige 
Kristalle  mit  den  Eigenschaften  von  Sphärokristallen  (unter  ge- 
kreuzten Nicols  mit  Achsenkreuz).  Bei  tiefer  Temperatur  bilden  sie 
ähnliche  Kristalle  wie  die  Glyceride  und  Fettsäuren  mit  vier  Aus- 
löschungen beim  Drehen  unter  gekreuzten  Nicols,  bei  höherer  Tem- 
peratur werden  sie  dagegen  auch  isotrop.  Diese  Veränderuugen  im 
optischen  Verhalten  sind  reversibel,  z.  T.  werden  sie  auch  durch 
die  Fixierung  (z.  B.  Formol)  hervorgerufen.  Osmierte  Cholesteride 
verlieren  ihre  Doppelbrechung,  mit  Sudan  III  oder  anderen  Fett- 
farbstoffen gefärbt  zeigen  sie  verringerte  Doppelbrechung.  Ganz  ähn- 
lich wie  die  Cholesteride  verhalten  sich  Lecithin  und  andere  Lipoide, 
so  daß  diese  Substanzen  mit  Hilfe  polarisierten  Lichtes  nicht  zuver- 
lässig zu  unterscheiden  sind. 

Es  ist  also  unmöglich,  auf  Grund  von  Einfachbrechung  oder  Doppel- 
brechung ohne  Achsenkreuz  auf  die  chemische  Natur  der  Fettsub- 
stanzen zu  schließen.  Das  Polarisationskreuz  aber  beruht  nicht  auf 
dem  Vorhandensein  von  Glyceriden  und  Fettsäuren,  sondern  auf  dem 
von  Cholesteriden,  Lecithin  u.  a. 

Von  verschiedenen  Histologen  sind  nun  außerdem  noch  Nachweismethoden 
für  bestimmte  Fettsubstanzen  ausgearbeitet  worden,  die  jedoch  in  ihrer 
Leistungsfähigkeit  und  Zuverlässigkeit  recht  verschieden  zu  beurteilen  sind. 
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Gegen  den  Fettsäure-  und  Seifennachweis  von  Fischx.ee,  (Bildung 
von  Kupfersalzen  [Kupferoleat  usw.]  mit  Kupferacetat,  darauf  Lackbildung 
mit  Haematoxylin)  ist  einzu wenden,  daß  diese  Reaktion  auch  von  anderen 
Fettsubstanzen,  weiterhin  auch  von  Calcium  und  Eisen  gegeben  wird,  da- 
gegen bei  verschiedenen  Fettsäuren  versagte  (vgl.  vor  allem  die  Kritik  von 
Kauffmann  und  Lehmann  1926). 

Der  Lipoidnachweis  von  Smith-Dietbich  beruht  auf  einer  „Oxy- 
dation“ durch  Bichromat  und  einer  Verbindung  mit  Chrom,  das  dann  se- 
kundär als  Haematoxylinlack  nachgewiesen  wird.  Nachprüfungen  durch 
Kauffmann  und  Lehmann,  Kawamura  bestätigen  die  Brauchbarkeit  der 
Methode,  doch  sollen  negative  Befunde  noch  nicht  das  Vorhandensein  von 
Lipoiden  ausschließen.  Es  ist  nach  Kauffmann  und  Lehmann  im  Gegensatz 
zu  Kawamtjka  auch  keine  sichere  Abgrenzung  gegenüber  Cholesterinester - 
gemischen  möglich. 

Der  Lipoidnachweis  von  Ciaccio  setzt  voraus,  daß  die  Lipoide 
durch  längere  Behandlung  mit  Bichromat  — im  Gegensatz  zu  den  Gly- 
ceriden  und  Fettsäuren  — unlöslich  gemacht  werden,  worauf  sie  bei  Paraffin  - 
einbet tung  erhalten  bleiben  und  mit  Sudan  III  gefärbt  werden  können. 
Ungesättigte  Phosphatide  sollen  schon  nach  1 — 2 Tagen,  Gemische  unge- 
sättigter Phosphatide  und  Cholesteride  nach  2 — 4 Tagen,  gesättigte  Phos- 
phatide nach  5 Tagen,  Cholesterin  nach  7 Tagen  Chromierungsdauer  un- 
löslich sein.  Nach  Kauffmann  und  Lehmann  (1928)  sindCiACCios  Anschau- 
ungen nicht  haltbar:  es  sollen  vor  allem  ungesättigte  Verbindungen  erhalten, 
gesättigte  dagegen  löslich  bleiben,  ganz  gleich,  ob  es  sich  um  Phosphatide 
oder  Glyceride  oder  Fettsäuren  u.  a.  handelt.  Es  kann  nach  allen  neueren 
Erfahrungen  wohl  keinem  Zweifel  unterliegen,  daß  es  einen  zuverlässigen 
„Lipoidnachweis“  im  Sinne  Ciaccios  nicht  gibt. 

Weiterhin  hat  Ciaccio  einen  Nachweis  für  Phosphor-  und  Galac- 
tolipoide  (Cerebroside)  angegeben,  der  darauf  beruht,  daß  diese  Substanzen 
in  Aceton  bei  Zusatz  von  Cadmiumsalzen  unlöslich  sind  (dieser  Zusatz  ist  nötig, 
da  die  Lipoide  sich  sonst  leicht  emulgieren  und  kolloidal  lösen  lassen  und  daher 
vor  allem  bei  Mischung  mit  Cholesterin  auch  durch  Aceton  extrahiert  werden). 

Nach  Romietj  (1927)  ist  Lecithin  mit  Jod  in  Paraffinschnitten  (Ein- 
bettung über  Aceton)  nach  Hydrolyse  mit  Salzsäure  in  der  Wärme  als  Jod- 
cholin  nachzu weisen. 

Zuverlässiger  sind  die  histochemischen  Lipoidnachweise,  die  von  mikro- 
chemischen Methoden  abgeleitet  wurden,  in  erster  Linie  der  sehr  empfindliche 
und  spezifische  Windaussche  Cholesterinnachweis  mit  Digitonin. 
Es  erscheinen  die  charakteristischen,  doppelbrechenden  Kristallnadeln  von 
Digitonincholesterin.  Nur  Cholesterin  reagiert  in  dieser  Weise,  dagegen  nicht 
Cholesterinester . 

Cholesterin  und  seine  Ester  lassen  sich  nach  A.  Schuetze  auf 
Gefrierschnitten  auch  mit  Schwefelsäure  und  Eisessig  durch  eine  nicht  halt-  # 
bare  Farbenreaktion,  die  auf  die  Reaktion  von  Liebermann-Bubchabdt 
zurückgeht,  nachweisen  (vgl.  Romeis  1932).  Das  Cholesterin  ist  vor  Durch- 
führung der  Reaktion  durch  intensive  Bestrahlung  oder  durch  Eisenalaun 
in  Oxycholesterin  zu  verwandeln.  Nach  Lison  ist  die  Methode  von  Romieu 
vorzuziehen,  da  dabei  die  Bestrahlung  fortfällt  (nach  Behandlung  mit  kon- 
zentrierter Schwefelsäure  einige  Tropfen  Essigsäureanhydrid). 
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Eine  besondere  Betrachtung  verdient  die  sog.  Plasmalreaktion  nach 
Feulgen,  zumal  Bauer  mit  demselben  Schiffschen  Reagens  auf  Aldehyd- 
gruppen (fuchsinschweflige  Säure)  nach  vorhergehender  Chromierung  Poly- 
saccharide nachweisen  konnte  und  Verne  in  mehreren  neueren  Untersuchungen 
ganz  besondere  Vorstellungen  über  den  Chemismus  der  Fettsubstanzen  auf 
Grund  dieser  Reaktion  entwickelte  (vgl.  S.  175). 

Nach  Feulgen  kommt  im  Plasma  eine  Substanz,  Plasmalogen,  vor,  die 
nach  Hydrolyse  oder  schneller  noch  nach  Sublimatfixation  alle  Aldehyd- 
reaktionen gibt  und  sich  insbesondere  mit  fuchsinschwefliger  Säure  färbt. 
Sie  ist  wasserunlöslich,  aber  in  organischen  Lösungsmitteln  löslich  und  soll 
daher  Lipoidcharakter  besitzen.  Sie  wird  als  Plasmal  bezeichnet,  konnte 
isoliert  werden  und  soll  aus  einem  Gemisch  von  Stearinaldehyd  und 
Palmitinaldehyd  (10 : 90)  bestehen.  Um  bei  der  Nuclealreaktion  (s.  S.  168) 
eine  Störung  durch  die  Plasmalreaktion  zu  vermeiden,  ist  das  Plasmal 
vorher  durch  Alkohol  zu  extrahieren,  wobei  allerdings  elastische  Fasern 
Plasmal  zurückhalten.  — Nach  Verne  ist  das  Plasmal  nicht  so  weit 
verbreitet,  wie  Feulgen  und  seine  Mitarbeiter  annahmen  (rote  Blut- 
körperchen, Leber,  Thymus  usw.  reagieren  negativ;  relativ  schwach: 
Muskulatur,  Thyreoidea,  Pankreas,  Darmepithel;  stark:  gewisse  Nieren- 
kanälchen, gelber  Körper,  Nebenniere  usw.).  Die  Reaktion  der  elastischen 
Fasern  soll  auf  anderer  Grundlage  beruhen.  Die  plasmal  positiv  rea- 
gierenden Strukturen  können  dabei  aus  ursprünglich  fetthaltigen  (mit 
Sudan  III  färbbaren)  hervorgehen  oder  sogar  gleichzeitig  noch  ,,sudano- 
ph.il“  sein.  Da  nun  weiterhin  durch  oxydierende  Mittel,  wie  z.  B.  Kalium- 
permanganat und  Wasserstoffsuperoxyd,  die  Schiff  sehe  Reaktion  bei  Fett- 
substanzen hervorgerufen  werden  kann,  schließt  Verne,  daß  Substanzen, 
die  vielleicht  durch  eine  Oxydation  aus  ungesättigten  Fettsubstanzen  her- 
vorgehen, die  Plasmalreaktion  geben. 

d)  Nachweis  von  Kohlehydraten 

Wegen  ihrer  Diffusibilität  sind  die  einfachen  Kohlehydrate  nicht 
histochemisch,  d.  h.  also  in  situ,  so  zu  erfassen,  um  daraus  irgend- 
welche Schlüsse  über  Resorption,  Transport  usw.  zu  ziehen.  Da- 
gegen ist  das  in  tierischen  Geweben  sehr  verbreitete  polymere 
Produkt  Glycogen  leicht  histochemisch  nachzuweisen.  Einfach 
und  zuverlässig  ist  die  auf  Cl.  Bekntaejd  zurückgehende  Jodprobe 
an  frischen  Zupf-  oder  Quetschpräparaten.  Zur  Abgrenzung  gegen 
andere  sich  mit  Jod  färbende  Substanzen  ist  dabei  stets  die 
Speichelprobe  anzuwenden,  wobei  Glycogen  in  kurzer  Zeit  gelöst 
wird.  Für  Schnittpräparate  erscheint  die  Glycogenf ärbung 
mit  der  Carminlösung  nach  Best  bzw.  die  Bauersche 
Kohlehydratreaktion  mit  fuchsinschwefliger  Säure  nach 
Behandlung  mit  Chromsäure  oder  Chromaten  angebracht. 

Als  Fixierungsflüssigkeit  wird  meist  absoluter  Alkohol  oder 
das  Carnoysche  Gemisch  und  vielfach  Sättigung  aller  wäßrigen  Lö- 
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sungen  mit  Glucose  vorgeschrieben,  was  jedoch  nach  neueren  Er- 
fahrungen überflüssig  ist.  Meist  sind  Fixierung  und  Lokalisierung 
des  Glycogens  im  Schnitt  naturgetreuer  bei  Anwendung  der  Bouin- 
schen  und  der  Zenkerschen  Fixierungsflüssigkeiten,  bei  denen  aller- 
dings wohl  stets  etwas  Glycogen  verlorengeht.  Lison  empfiehlt  auf 
Grund  der  Erfahrungen  von  Pasteels  und  Leonard  vor  allem  für 
embryonale  Gewebe,  in  denen  Glycogen  meist  schwerer  nachzuweisen 
ist,  mit  Pikrinsäure  gesättigtes  Dioxan  8,5,  Formol  1,  Eisessig  0,5. 
H.  Bauer  (1933)  fixiert  nach  Bouin- Allen,  Carnoy  u.  a.,  und  be- 
handelt darauf  die  Paraffinschnitte  mit  Chromsäure  bzw.  fixiert  in 
einer  Chromsäure  oder  chromathaltigen  Flüssigkeit,  wodurch  das 
Glycogen  in  eine  wasserunlösliche  Substanz  übergeht,  deren  chemische 
Natur  noch  ungeklärt  ist,  die  jedoch  mit  fuchsinschwefliger  Säure, 
wie  sie  für  die  Nuclealreaktion  verwendet  wird,  Botfärbung  ergibt, 
und  die  demnach  Aldehydgruppen  auf  weisen  muß.  Außer  Glycogen 
reagieren  positiv:  Paraglycogen,  Stärke,  Cellulose,  Tunicin,  Galacto- 
gen;  nicht  hingegen  Inulin.  Als  Kontrolle  dient  hier  die  Nucleal- 
reaktion mit  Hydrolyse  in  der  Wärme,  die  Speichelprobe  und  Be- 
handlung eines  nicht  chromierten  Schnittes. 

Eine  spezifische  Glycogenfärbung,  deren  Zustandekommen  physi- 
kalisch-chemisch noch  nicht  geklärt  werden  konnte,  ergibt  die 
schon  erwähnte,  von  Best  angegebene  Carminlösung  (Carmin  in 
Ammoniaklösung  und  Methylalkohol).  Nach  den  Erfahrungen  von 
Seki  (s.  S.  103)  wirkt  Carmin  in  ihr  als  saurer  Farbstoff.  Die  Speichel- 
probe ist  jedoch  unbedingt  erforderlich,  da  sich  z.  B.  auch  Schleim, 
Cuticularstrukturen  u.  a.  färben  können.  Jedenfalls  kann  diese  Carmin- 
lösung nicht  als  chemisches  Reagens  auf  Glycogen  gewertet  werden, 
und  nach  Bauer  läßt  ein  Vergleich  mit  dem  Polysaccharidnachweis 
durch  das  Schiffsche  Reagens  auf  Aldehydgruppen  nach  vorhergehen- 
der Chromierung  die  Überlegenheit  der  letzteren  Methode  erkennen. 

Galactogen,  das  sich  in  der  Eiweißdrüse  der  Weinbergschnecke  findet, 
und  das  bei  Hydrolyse  Galactose,  statt  wie  Glycogen  Glucose,  gibt,  unter- 
scheidet sich  vom  Glycogen  durch  Unlöslichkeit  in  Speichel  und  negative 
Jodprobe. 

Cellulose  ist  im  Tierreich  wohl  nur  im  Mantel  der  Tunicaten  vorhanden  , 
und  wird  ebenso  wie  in  der  pflanzlichen  Mikrochemie  nachgewiesen.  Aller- 
dings verhalten  sich  die  verschiedenen  Ascidienarten  völlig  ungleich  in  bezug 
auf  die  Cellulosereaktion  ihres  Tunicins  (vgl.  K.  Saint -Hilaire  1931). 

Besonders  wichtig  sind  dagegen  die  Chitinreaktionen,  zumal 
von  den  Zoologen  vielfach  nur  auf  Grund  morphologischer  und  mecha- 
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nischer  Eigenschaften  die  Chitinnatur  bestimmter  Cuticularbildungen 
behauptet  wird.  Die  gebräuchlichsten  Chitinreaktionen  hat 
P.  Schulze  ausgearbeitet  und  zusammengestellt.  Ohne  Rücksicht  auf 
Strukturerhaltung  kann  das  Chitin  durch  Erhitzen  mit  Kalilauge  zu 
Chitosan  abgebaut  werden,  das  mit  Jod  und  verdünnter  Schwefel- 
säure Violettfärbung  (van  Wisselingh),  mit  Salpetersäure  charak- 
teristische Chitosannitratkristalle  (Brunswick)  ergibt.  Diesen 
Reaktionen  fügten  Schulze  und  Kunike  einen  weiteren  Nachweis 
hinzu:  mit  a-Naphthol  (gesättigte  Lösung  in  50%  Alkohol)  tritt  in 
der  Lösung  chitinöser  Strukturen  durch  Schwefelsäure  Violettfärbung 
ein  (Reaktion  auf  lösliche  Kohlehydrate  von  Molisch;  es  entsteht 
zunächst  Furfurol,  das  sich  mit  Naphthol  violett  färbt)  bzw.  mit 
ß-Naphthol  Gelbfärbung,  während  Cellulose,  Tunicin  und  Glycogen 
auch  mit  ß-Naphthol  Violettfärbung  ergeben. 

Bei  der  eigentlichen  histochemischen  Chitinreaktion  von 
Schulze  zeigt  Chitin  nach  Behandlung  mit  Diaphanol  (Chlordioxyd- 
essigsäure)  Violettfärbung  mit  Chlorzinkjod.  Das  Diaphanol  dient 
nach  P.  Schulze  zur  Lösung  der  Inkrusten  und  Entpigmentierung. 
Dabei  fällt  die  Chlorzinkjodprobe  nach  Diaphanolbehandlung  regel- 
mäßig positiv  aus,  was  ohne  Diaphanol  nicht  der  Fall  ist.  Zur  Unter- 
scheidung des  Chitins  von  Cellulose  ist  die  Jodprobe  mit  Lugolscher 
Lösung  und  Schwefelsäure  anzuwenden,  wobei  Chitin  auch  nach 
Diaphanol  keine  Blaufärbung  gibt.  Darüber  hinaus  läßt  sich  Chitin 
durch  andere  Löslichkeitsverhältnisse  in  wasserfreier  Ameisensäure 
von  Cellulose  und  Tunicin  trennen  (die  beiden  letzteren  sind  darin 
nicht  löslich,  Chitin,  Keratin,  Cornein  und  Conchiolin  löslich).  Da- 
gegen sind  nur  Tunicin  und  Cellulose  in  Kupferoxydammoniak  löslich. 
Im  übrigen  sei  auf  die  mikrochemische  Bestimmungstabelle  bei 
Schulze  und  Kunike  hingewiesen. 

Nach  Lison  kann  die  metachromatische  Färbung  z.  B.  mit 
Thionin  als  histochemischer  Nachweis  auf  Schwefelester 
von  Polysacchariden  gewertet  werden,  da  die  ,, echte  Meta- 
chromasie“  (vgl.  S.  101)  lediglich  bedingt  wird  durch  „chromotrope 
Substanzen“,  das  sind  stets  Schwefelsäureester  von  hohem  Molekular- 
gewicht (z.B.  R — 0S03H  oder  das  Ca-Salz  (R— 0S03)2Ca),  von  denen 
bei  Tieren  — außer  in  Exkreten  — nur  die  Schwefelsäureester  der 
Polysaccharide  (z.  B.  Chondroitinschwefelsäure  und  Mucoitinschwefel- 
säure)  in  Frage  kommen.  Bekanntlich  stellen  diese  Substanzen  die 
prosthetische  Gruppe  vor  allem  der  Mucoproteide.  Damit  dürfte 
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die  seit  langem  in  der  Histologie  verwandte  Färbung  von  Schleim- 
Substanzen,  Knorpel  usw.  ihre  histochemische  Aufklärung  gefunden 
haben.  Die  Reaktion  ist  in  Reagenzglasversuchen  so  empfindlich, 
daß  z.  B.  Ester  der  kolloidalen  Kohlehydrate  noch  in  einer  Verdünnung 
von  ein  Zehntausendstel  mg  in  einer  Toluidinblaulösung  bzw.  bei 
fünfmillionenfacher  Verdünnung  nachweisbar  sind.  — Ganz  neuer- 
dings konnte  Jorpes  (1937)  feststellen,  daß  insbesondere  auch 
Heparin  (also  eine  koagulationshemmende  Substanz)  als  Mucoitin- 
polyschwefelsäure  eine  sehr  kräftige  metachromatische  Färbung 
hervorruft  (schon  3 y pro  ccm  Wasser  mit  0,01°/oo  Toluidinblau). 
Mit  Hilfe  dieser  Reaktion  konnten  H.  Holmgren  und  0.  Wil ander 
(1938)  sowie  E.  Jorpes,  H.  Holmgren  und  0.  Wilander  (1938) 
Heparin  in  formolfixierten  Gefrierschnitten  verschiedener  Organe, 
vor  allem  aber  in  den  Granulis  der  Ehrlichschen  Mastzellen,  nach- 
weisen.  Um  die  wasserlöslichen  Granula  besser  zu  fixieren,  sind 
sie  gegebenenfalls  mit  basischem  Bleiacetat  zu  fällen  (Färbung  mit 
0,25—0,10%  Toluidinblau;  Heparin  soll  durch  Toluidinblau  stöchio- 
metrisch ausgefällt  werden). 


e)  Pigmente 

Die  Pigmente  sind  — ganz  abgesehen  von  ihrer  Rolle  für  die  tierische 
Färbung  — von  besonderer  histophysiologischer  Bedeutung,  weil  viele  Stoff- 
wechselprozesse, vor  allem  solche  exkretorischer  Art,  Abbau-  und  Spei- 
cherungs Vorgänge,  weiterhin  pathologische  Veränderungen  und  Alters - 
erscheinungen  durch  das  Auftreten  von  Pigmenten  charakterisiert  sind.  Auf 
das  Zustandekommen  tierischer  Zeichnungen,  Farbwechsel  und  die  Mög- 
lichkeiten einer  Kombination  von  Struktur-  und  Pigmentfärbungen,  sowie 
auf  die  Bedeutung  verschiedenartiger  Stoffwechselprodukte,  die  zur  Pig- 
mentierung beitragen  (Harnsäure  in  den  Flügeln  einiger  Schmetterlinge, 
Guanin  bei  vielen  Wirbeltieren  und  einigen  Wirbellosen  usw.),  kann  hier 
nicht  näher  eingegangen  werden.  Alle  damit  zusammenhängenden  Fragen 
haben  auch  schon  von  anderer  Seite  eine  sehr  ausführliche  Berücksichtigung 
erfahren  (vgl.  Bd.  III  in  Wintersteins  Handbuch  der  Physiologie,  weiterhin 
Arbeiten  von  Henke  und  Süffert,  sowie  J.  Verne  1926). 

Aufgabe  der  Histocbemie  ist  es,  Gruppenreaktionen  auszu- 
arbeiten, die  eine  Zuordnung  irgendeines  Pigmentes  zu  bestimmten 
Gruppen  von  Pigmenten  ermöglichen,  etwa  zu  den  meist  von  der 
Pflanze  übernommenen,  einfach  gespeicherten  Pigmenten  (vor  allem 
Lipochrome  oder  Carotinoide),  zu  bestimmten  exkretorischen  Pro- 
dukten (Abbauprodukte  des  Blutfarbstoffes  oder  der  Nucleinsäuren) 
oder  zu  den  sogenannten  „Abnutzungspigmenten“  oder  Lipofuscinen 
bzw.  zu  den  Melaninen.  Eine  solche  histophysiologisch  bedeutsame 


Tabelle  6.  Histochemische  Nachweise  für  Pigmente  (nach  Hueck  aus  Romeis) 
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Einteilung  der  Pigmente  versuchte  Hueck  in  einer  Tabelle  zu  geben, 
die  hier  übernommen  sei  (Tabelle  6 S.  183): 

Bei  einer  derartigen  Klassifikation  der  Pigmente  ergeben  sich  jedoch 
vor  allem  bei  Wirbellosen  und  bei  Verfolgung  der  Pigmentgenese 
Schwierigkeiten,  so  daß  eine  ganz  kurze  Besprechung  der  einzelnen 
Gruppen  angezeigt  scheint: 

Die  Lipochrome,  die  besser  als  Carotinoide  zu  bezeichnen  sind, 
da  sie  keinen  Fett-  oder  Lipoidcharakter  zeigen,  sondern  nur  fett- 
löslich sind,  werden  gekennzeichnet  durch  ihre  Färbung  von  gelb  bis 
rot,  durch  charakteristische  Spektren,  durch  ihre  Löslichkeit  in  orga- 
nischen Lösungsmitteln  und  Oxydierbarkeit  unter  Ausbleichen  in 
Chromsäure  oder  Bichromat,  sowie  histochemisch  durch  ihre  vorüber- 
gehende Blaufärbung  mit  konzentrierter  Schwefelsäure  und  Violett- 
färbung mit  Lugolscher  Lösung  (vgl.  weiterhin  S.  205  die  Reaktion 
von  Carr  und  Price  für  Vitamin  A). 

Sehr  verbreitet  sind  im  Tierreich  Farbstoffe,  die  auf  einer  Bindung 
von  Carotinoiden  an  Eiweiß  beruhen,  und  in  Wasser  kolloidal  löslich, 
in  organischen  Lösungsmitteln  dagegen  unlöslich  sind.  Es  sind  die 
Chromoproteide.  Am  bekanntesten  ist  wohl  der  Farbstoff  des 
Krebspanzers  (Astacin),  dessen  Färbung  bekanntlich  stark  abhängig 
ist  von  der  Ernährung  (vgl.  vor  allem  Versuche  von  Wulff).  Beim 
Kochen  und  Fixieren  wird  das  Eiweiß  vielfach  ausgefällt,  und  der 
Farbstoff  zeigt  einen  deutlichen  Farbumschlag  nach  Rot.  Verne 
benutzt  den  extrahierten  Farbstoff  des  Krebspanzers  als  Fettfärbe- 
mittel (vgl.  S.  175). 

Ein  umfangreiches  Kapitel  der  histochemischen  Literatur  bilden 
die  Blutfarbstoffe  und  ihre  Abbaupigmente.  Einen  zuver- 
lässigen histochemischen  Haemoglobinnachweis  gibt  es  bis  heute  nicht. 
Die  bisherigen  Methoden  benutzen  überwiegend  die  Fähigkeit  des 
Haemoglobins,  auch  auf  Paraffinschnitten  noch  als  ,, Peroxydase“  zu 
wirken,  zur  Benzidinreaktion.  Alle  Haemoglobinderivate  (Oxyhaemo- 
globin,  Carboxyhaemoglobin  und  Methaemoglobin,  auch  Haematin, 
weiterhin  Chlorocruorin,  nicht  hingegen  Haemerythrin  und  Haemo- 
cyanin)  geben  wohl  infolge  ihres  Eisengehaltes  diese  Reaktion.  Sie 
beruht  jedoch  nicht  auf  einem  Peroxydasegehalt  der  betreffenden 
Strukturen,  da  sie  thermostabil  ist,  sondern  das  Eisen  wirkt  wahr- 
scheinlich katalysatorisch  (s.  S.  191).  Noch  eindeutiger  als  die  Ben- 
zidinreaktion soll  nach  Lison  die  Zink-Leukomethode  (s.  S.  190) 
sein.  Einen  gewissen  Hinweis  auf  Haemoglobin  vermag  bei  vorsichtiger 
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Auswertung  auch  die  starke  Färbbarkeit  mit  Eosin,  Orange  G.  u.  a. 
Farbstoffen  zu  geben. 

Die  Abbauprodukte  des  roten  Blutfarbstoffes  sind  zum  Teil 
durch  ihren  Eisengehalt  leicht  nachzuweisen  (z.  B.  Haemosiderin)  zum  anderen 
Teil  (Haematoidin  und  die  wahrscheinlich  dem  Haematoidin  verwandten 
Gallenfarbstoffe  Bilirubin  und  Biliverdin)  enthalten  sie  kein  Eisen  und  sind 
dementsprechend  viel  schwieriger  histochemisch  zu  erfassen  (vgl.  Tabelle  6). 
Der  Abbau  vollzieht  sich  in  den  Organismen  allem  Anschein  nach  nicht  wie 
im  Reagenzglas  nach  dem  Schema: 

y Globin  y Eisen 

Haemoglobin  U ; Haematin  U 

N Haematin  \ Haematoporphyrin 

Denn  Haematin  wird  nur  ausnahmsweise  und  Haematoporphyrin  nor- 
malerweise gar  nicht  angetroffen.  Dagegen  treten  als  eisenhaltiges  Abbau - 
produkt  meist  Haemosiderin  und  als  nicht  eisenhaltige  die  meist  gelösten 
Gallenfarbstoffe  und  vor  allem  in  pathologischen  Fällen  das  ihnen  verwandte, 
geformt  vorliegende  Haematoidin  sowie  weitere  Pigmente  (Haemofuscin, 
Malariapigment)  auf. 

Die  Porphyrine  können,  soweit  sie  gelöst  oder  gemischt  Vorkommen, 
vor  allem  durch  ihre  Fluorescenz  in  ultraviolettem  Licht  und  durch  ihr 
Fluorescenzspektrum  nachgewiesen  werden  (vgl.  vor  allem  Borst  und  Kö- 
nigsdörffer).  Außerdem  sind  Porphyrine  sehr  charakteristisch  durch  die 
Untersuchung  im  polarisierten  Licht  zu  erfassen  (vgl.  z.  B.  W.  J.  Schmidt), 
wenn  auch  nicht  histochemisch  zuverlässig  zu  identifizieren.  Eine  ausführ- 
lichere Berücksichtigung  der  Blutfarbstoffe  und  ihrer  Abbauprodukte  würde 
jedoch  trotz  ihrer  großen  Bedeutung  vor  allem  für  die  pathologische  Anatomie 
und  vielleicht  auch  für  die  Bildung  des  roten  Blutfarbstoffes  während  der 
Embryonalentwicklung  (Protoporphyrin)  den  Raum  dieses  Grundrisses 
überschreiten. 

Von  allen  Pigmenten  haben  die  Melanine  zweifellos  die  größte 
Verbreitung  und  Bedeutung  in  tierischen  Geweben.  Nicht  nur  beim 
Zustandekommen  tierischer  Färbungen  und  Zeichnungen  spielen  sie 
die  Hauptrolle,  sondern  sie  kommen  wahrscheinlich  auch  als  Stoff- 
wechselendprodukte vor.  Oft  finden  sich  beide  Funktionen  insofern 
vereinigt,  als  die  Stoffwechselendprodukte  in  Form  typischer  Zeich- 
nungsmuster oder  jedenfalls  in  den  Körperhüllen  abgelagert  werden. 

Ihre  Farbe  kann  von  gelblich  über  rötlich  bis  violettbraun  und 
braunschwarz  gehen.  Die  roten  Farbtöne  kennzeichnen  wahrschein- 
lich die  noch  nicht  sicher  bekannten  Bildungsstufen  des  Melanins, 
wohl  vor  allem  Chinone.  Das  Melanin  zeichnet  sich  insbesondere 
durch  außerordentliche  Widerstandsfähigkeit  gegen  Säuren  und  in 
schwächerem  Maße  gegen  konzentrierte  Laugen  sowie  durch  seine 
Unlöslichkeit  in  organischen  und  anorganischen  Lösungsmitteln  aus 
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Hingegen  ist  es  gegenüber  Bleichungsmitteln  wie  Chlor,  unter- 
chlorige Säure,  Chlordioxydessigsäure  (Diaphanol),  Permanganate, 
Persulfate,  H202  und  andere  Oxydationsmittel  nicht  resistent. 
Charakteristisch  ist  weiterhin  das  Reduktionsvermögen  der  Melanine 
für  Silbernitrat  (Argentaffinität) ; außerdem  können  sie  durch  alle 
sekundären  Versilberungsmethoden  (mit  Hilfe  von  anderen  Reduk- 
tionsmitteln) imprägniert  werden  (Argentophilie). 

Die  Melanine  entstehen  wohl  meist  unter  der  Einwirkung  von 
Fermenten  auf  Eiweißabbauprodukte.  Vor  allem  soll  das 
Tyrosin  Mutter  Substanz  des  Melanins  sein.  Durch  die  Wirkung  be- 
stimmter Fermente  (Tyrosinase)  entsteht  daraus  durch  Hydroxy- 
lierung Dioxyphenylalanin,  aus  dem  sich  unter  Dehydrierung  das 
entsprechende  Chinon  bildet,  und  aus  diesem  geht  dann  wahrschein- 
lich nach  mehrfachen  Umwandlungen  Dioxyindol  und  endlich  Melanin 
hervor  (vgl.  S.  198). 

Für  den  histochemischen  Nachweis  des  Melanins  ist  außer  den  an- 
geführten Kennzeichen  (Widerstandsfähigkeit  gegen  Säuren  und 
Laugen,  Unlöslichkeit,  Bleichbarkeit)  vor  allem  ihr  Vermögen, 
ammoniakalische  Silbersalzlösung  (s.  S.  165)  zu  reduzieren,  wichtig. 
Die  Melanine  sind  also  nicht  nur  argentophil,  sondern  auch  argent- 
affin,  sie  schwärzen  sich  aber  nicht  mit  angesäuerter  Silbernitrat- 
lösung (Vitamin-C-Reagens  s.  S.  201). 

Die  meisten  Autoren  grenzen  die  sogenannten  Abnutzungs- 
pigmente, Lipofuscine  (Borst)  oder  auch  Chromolipoide 
(Ciaccio),  scharf  von  den  Melaninen  ab,  da  jene  Fettcharakter  be- 
sitzen bzw.  sich  zumindest  von  Fettsübstanzen  ableiten  lassen.  Nach 
Hueck,  Ciaccio  u.  a.  sollen  sie  durch  Oxydation  von  Fettsubstanzen 
entstehen.  Ihre  Farbe  ist  der  des  Melanins  ähnlich.  Sie  erscheinen  in 
den  verschiedensten  tierischen  Geweben  und  nehmen  mit  dem  Alter 
der  Zellen  oft  auffällig  zu  (z.  B.  vielfach  in  den  Nervenzellen),  wes- 
wegen sie  eben  als  „Abnutzungspigmente“  bezeichnet  wurden. 

Charakteristisch  ist  wohl  regelmäßig  ihre  Entstehung  in  Fett- 
einschlüssen, die  sich  allmählich  zunehmend  braun  färben  und 
dabei  ihre  Löslichkeit  gegenüber  Fettlösungsmitteln  verlieren,  hin- 
gegen meist  nicht  ihre  Färbbarkeit  mit  Fettfarbstoffen.  Von  den 
Melaninen  unterscheiden  sie  sich  vor  allem  insofern,  als  sie  nicht 
argentaffin  und  argentophil  und  nicht  in  konzentrierten  Laugen  lös- 
lich sind;  außerdem  ist  ihre  Färbbarkeit  mit  Fettfarbstoffen  charakte- 
ristisch. Doch  sollen  auch  die  Abnutzungspigmente  nach  mehrtägiger 
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Entfettung  in  Alkohol  und  Äther  in  der  Wärme  eine  positive  Silber- 
reaktion geben  können. 

Bei  der  Untersuchung  wirbelloser  Tiere  ergab  sich  jedoch  ebenso 
wie  bei  der  Erforschung  der  Melanogenese  von  Wirbeltieren,  daß 
die  braunen  Pigmente  vielfach  sowohl  mit  Fettfarbstoffen  färbbar 
als  auch  argentaffin  sein  können.  Solche  Pigmente  weisen  auch  in 
manchen  anderen  Punkten  histochemisch  eine  mehr  oder  minder 
ausgesprochene  Zwischenstellung  zwischen  typischen  Abnutzungs- 
pigmenten und  Melaninen  auf.  So  fand  Eies  z.  B.  bei  der  Meduse 
Gastroblasta,  daß  das  braune  Pigment  in  typischen  Lipochondrien 
(s.  S.  251),  also  in  fetthaltigen  Substraten,  gebildet  wird.  Es  verhält 
sich  zunächst  wie  ein  Abnutzungspigment,  bekommt  aber  schließlich 
Melanincharakter  (vgl.  auch  S.  256).  Ganz  ähnlich  verhält  sich  das 
Pigment  in  den  Malpighischen  Gefäßen  des  Mehlwurms,  in  den  Melano- 
phoren  des  Axolotls  und  in  den  Irisepithelzellen  des  Hühnchens  nach 
I.  Fischeb,  sowie  das  der  Tintendrüse  von  Sepia  nach  Eies.  Es  er- 
scheint daher  nicht  ausgeschlossen,  daß  Melanin  bei  seiner  Bildung  ein 
Stadium  durchläuft,  das  dem  Abnutzungspigment  entspricht,  und  daß 
beide  Pigmente  zellbiologisch  enger  zusammengehören,  als  man  bisher 
meist  angenommen  hat.  Sie  stellen  vielleicht  nur  verschiedene  Ent- 
wicklungsstadien oder  aber  doch  in  vielerlei  Hinsicht  vergleichbare  Er- 
scheinungen bestimmter,  fermentativ  bedingter  und  für  die  Beseiti- 
gung und  Unschädlichmachung  von  Abbauprodukten  bedeutungs- 
voller Prozesse  dar.  In  Nervenzellen  sind  so  nicht  nur  typische 
Abnutzungspigmente  sondern  auch  Melaninkörnchen  festgestellt 
worden. 


/)  Fermentnachweise 

Es  handelt  sich  hier  um  eines  der  umstrittensten  und  un- 
sichersten Gebiete  der  Histochemie.  Die  Schwierigkeiten 
ergeben  sich  vor  allem  daraus,  daß  die  meisten  „Eeagenzien“ 
(Fette,  Eiweiße,  Kohlehydrate)  auf  biologisch  besonders  bedeutsame 
Fermente  für  lokalisierte  histochemische  Nachweise  gar  nicht  ver- 
wendet werden  können.  Wir  sind  hier  daher  auf  Mikroextraktions-  und 
Mikroisolierungsmethoden  angewiesen  (s.  S.  208).  Weiterhin  sind  viele 
Fermente  wenig  widerstandsfähig,  relativ  leicht  auswaschbar  und 
außerordentlich  abhängig  von  „Umweltsfaktoren“.  Ferner  sind  die 
Fermente  selber  bzw.  ihre  „Träger“  als  Eiweißkörper  leicht  fällbar  und 
adsorbierbar,  so  daß  in  fixierten  Präparaten  als  vermeintliche  Fer- 
mentträger Fixierungsartefakte  angesprochen  werden.  Noch  schwerer 
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wiegen  die  Einwände  von  Hollande  u.  a.,  daß  mit  vielen  färberischen 
Fermentnachweisen  nur  eine  Affinität  des  gefärbten  Reaktions- 
produktes zu  bestimmten  Granulis  in  den  Zellen  festzustellen  sei, 
nicht  aber  die  Reaktion  selber  (s.  S.  195).  Auch  ist  zu  bedenken,  daß 
wir  bei  den  bisher  ausgearbeiteten  Fermentmethoden  aus  den  oben 
genannten  Gründen  als  Indikatoren  für  die  Fermentreaktionen  nicht 
die  natürlichen  Substrate  der  fermentativen  Prozesse  verwenden 
können,  sondern  gleichsam  auf  gefärbte  ,, Modellstoffe“  angewiesen 
sind,  bei  denen  nicht  ohne  weiteres  entschieden  werden  kann,  wie 
weit  sie  wirklich  biologisch  bedeutsame  Vorgänge  anzeigen. 

Die  Mehrzahl  der  histochemischen  Fermentnachweise  bezieht  sich 
auf  Oxydasen  und  Peroxydasen,  da  bis  jetzt  nur  hierbei  be- 
stimmte direkte  oder  indirekte  färberische  Reaktionen  angewendet 
werden  können. 

Daß  es  sich  um  Fermentwirkungen  handelt  und  nicht  um  durch 
anorganische  Katalysatoren  bedingte  Prozesse,  muß  in  jedem  Falle 
durch  die  Hitzeprobe  erwiesen  werden;  denn  bisher  ist  wohl  kein 
Ferment  bekannt,  das  nicht  durch  längere  Erhitzung  im  Feuchten 
auf  100°  zerstört  würde.  Auch  die  als  besonders  thermostabil  be- 
kannten Peroxydasen  widerstehen  nicht  einer  einhalbstündigen  Er- 
hitzung auf  120°,  während  die  sogenannten  ,, Pseudoperoxydasen“  da- 
durch nicht  vernichtet  werden  (vgl.  z.  B.  den  Benzidinnachweis  für 
Haemoglobin  S.  191).  Weiterhin  wurden  verschiedentlich  noch  andere 
Kontrollen  für  die  Fermentnatur  benutzt  wie  z.  B.  Vernich- 
tung durch  H2,  ultraviolette  Strahlen,  sowie  als  spezielle  Oxydations- 
gifte HCN  und  Natriumpyrophosphat  (vgl.  Versuche  von  G.  C.  Hirsch 
und  Buchmann,  Roskin  u.  a.).  Sie  haben  aber  für  die  Fermentnatur 
nicht  entfernt  die  Beweiskraft  wie  etwa  die  Hitzeprobe  und  beruhen 
zum  Teil  auf  ganz  anderer  Grundlage  (vgl.  z.  B.  die  Zerstörung  der 
Leukomethylenblaureaktion  und  der  Indophenolblausynthese  durch 
HCN).  Nach  neueren  Untersuchungen  werden  ja  manche  Fermente, 
so  z.  B.  Kathepsin  und  andere  intrazelluläre  Proteinasen  vom  Pa- 
paintypus, durch  Schwefelwasserstoff  und  Blausäure  geradezu  spezi- 
fisch aktiviert. 

Aber  auch,  wenn  die  Fermentnatur  der  durch  diese  Reaktionen  nach- 
weisbaren Stoffe  als  erwiesen  gelten  soll,  bleiben  verschiedene  Schwierigkeiten 
bestehen,  über  die  sich  die  Histologen  indessen  meist  hinwegsetzen.  Sehr 
skeptisch  ist  z.  B.  Lison  hinsichtlich  der  Bedeutung  dieser  Fermente 
im  Zellhaushalt.  Die  Wirkung  der  Phenolasen  und  Peroxydasen  soll  be- 
schränkt sein  auf  die  wenigen  Acceptoren,  deren  Oxydation  wir  im  Präparat 
beobachten  können  (also  z.  B.  von  anorganischen  Stoffen  Jodsäure  ->  freies 
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Jod;  von  organischen  Stoffen  Diphenol  -►  Chinhydron  und  Chinon 
Pyrogallol  ->  Purpurogallin,  Guajakol  ->  Tetraguajakolchinon,  Ortho-  und 
Parakresole  und  Naphthole  in  nicht  genauer  bekannte,  gefärbte  Stoffe;  von 
aromatischen  Aminen  z.  B.  Orthophenylendiamin  ->  Diaminophenazin, 
Benzidin  ->  Diphenochinondiimin,  Metaphenylendiamin  und  andere  Polyaryl- 
amine in  schlecht  definierte,  stark  gefärbte  Körper;  von  Leukoderivaten 
von  Farbstoffen,  wie  Phenolphthalin  -►  Phenolphthalein,  die  Leukoform  von 
Säurefuchsin  und  Säureviolett  — ► Farbstoff,  des  Gemisches  von  a-Naphthol 
+ p-Phenylendiamin ->  Indophenol;  endlich  Oxydationen  von  verschiedenen 
aromatischen  Körpern,  wie  Vanillin  -*  Dehydrodi  Vanillin,  Morphin  zu 
Oxydimorphin,  Thymol  zu  Dithymol,  Eugenol  zu  Dieugenol  u.  a.  m. 
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Beispiele  für  die  Wirkungsweise  von  Phenoloxydasen  aus  Lehnartz  (1937) 


In  allen  diesen  Fällen  handelt  es  sich  um  die  Verknüpfung  aromatischer 
Kerne,  wobei  die  Oxydation  sich  nur  auf  Wassers toffatome  bezieht.  Es  sind 
also  recht  oberflächliche  Oxydationen,  die  zwar  unter  Elimination 
von  Wasser  vor  sich  gehen,  aber  fast  stets  zur  Bildung  eines  komplexeren 
Körpers  führen  und  wobei  niemals  eine  Kettenbindung  — C — C — gesprengt 
wird,  so  daß  nie  C02  frei  werden  kann.  Von  besonderem  biologischen  Inter- 
esse sind  nun  aber  gerade  die  Zellfermente,  die  für  die  Veratmung  und 
Verbrennung  von  Kohlenwasserstoffen  in  Frage  kommen.  Viele 
Histologen  aber  haben  durchweg  ohne  weiteres  angenommen  oder  voraus- 
gesetzt, daß  durch  die  „Oxydase“ -Reaktionen  wirklich  ein  Maßstab  ge- 
wonnen werden  könnte  für  Atmungs-  und  Oxydationsvorgänge  in  den  Zellen. 
Andererseits  identifizieren  jedoch  gerade  auch  Biochemiker  und  Cytophysio- 
logen  die  auch  histologisch  nachweisbaren  Oxydasen  mit  ganz  bestimmten 
Atmungsfermenten  (so  z.  B.  Keilin  und  Ritnnström,  vgl.  S.  194). 

Dieses  Mißverständnis  ist  nicht  zuletzt  durch  den  Namen  ,,Oxydase“ 
bedingt.  Es  erscheint  daher  besser,  so  wie  die  Biochemiker  von  einer  speziellen 
Purinoxydase,  Succinoxydase,  Laccase,  Tyrosinase,  Alkoholase  sprechen, 
auch  die  histologisch  nachweisbaren  Fermente  zunächst  lediglich  als  Phenol- 
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oxydase  bzw.  Benzidinperoxydase  zu  bezeichnen,  bis  wir  näheres  über  ihre 
Natur  wissen.  Der  von  Lison  gebrauchte  Begriff  Phenolase  ist  insofern 
mißverständlich,  als  er  auch  auf  ein  Phenole  hydrolysierendes  Ferment  be- 
zogen werden  könnte,  wie  Lischst  selbst  hervorhebt.  Die  Gesamtheit  der 
organischen  Substanzen,  deren  Tätigkeit  in  einer  hitzelabilen,  katalytischen 
Sauerstoffaktivierung  oder  Wasserstoff akti vierung  besteht,  sind  mit  Batelli 
und  Stern  (1921)  als  Oxydo-Redukasen  zu  bezeichnen,  wobei  offen  ge- 
lassen sei,  ob  dadurch  der  Sauerstoff  aktiviert  wird  (entsprechend  den  Vor- 
stellungen Warburgs)  oder  ob  vielmehr  der  Substratwasserstoff  aktiviert 
wird  (entsprechend  Wielands  Dehydrierungstheorie),  während  der  mole- 
kulare Sauerstoff  lediglich  als  häufigster  Wasserstoffacceptor  dient,  aber 
ebensogut  auch  durch  andere  Stoffe,  wie  etwa  Methylenblau,  ersetzt 
werden  kann. 

Bestimmte  Oxydo-Redukasen  werden  nun  alsOxydasen  bzw. 
Peroxydasen  bezeichnet,  weil  ihre  katalytischen  Wir- 
kungen nur  in  Gegenwart  von  Sauerstoff  bzw.  Wasser- 
stoffsuperoxyd oder  anderen  Peroxyden,  nicht  aber  bei 
anderen  Wasserstoff akzeptoren,  wie  etwa  Methylenblau 
usw.,  in  Kraft  treten.  Das  System  Phenoloxydase  -f  02  leistet 
also  im  Prinzip  dasselbe  wie  das  System  Peroxydase  -f-  H202  • es  wird 
die  oxydierende  Kraft  derartig  gesteigert,  daß  nun  Stoffe  oxydiert 
werden,  die  ohne  Mitwirkung  des  Katalysators,  also  durch  Peroxyd 
oder  Sauerstoff  allein,  nicht  angegriffen  werden. 

Von  den  vorhin  auf  gezählten  Stoffen,  deren  Oxydation  durch 
Fermente  katalysiert  werden  kann,  haben  histochemisch  nur  Para- 
phenylendiamin, a-Naphthol  und  vor  allem  eine  Kombination  beider, 
weiterhin  Benzidin,  Tyrosin  und  besonders  seine  erste  Oxydations- 
stufe Dioxyphenylalanin  eine  größere  Bedeutung  erlangt.  Außerdem 
hat  sich  neuerdings  das  von  Unna  in  die  histologische  Technik  ein- 
geführte Leukomethylenblau  eingebürgert,  und  Lison  schlägt  anstatt 
Benzidin  Leukoderivate  von  Säurefuchsin  und  Säureviolett  zum 
Nachweis  von  Peroxydasen  vor. 

In  Anbetracht  der  ganz  verschiedenen  Leistungsfähigkeit  der 
Fermentnachweise  müssen  wir  jeden  einzelnen  für  sich  behandeln: 


Peroxydasennachweise:  Der  Benzidin-Peroxydasen- 


nachweis (H2N — 


Benzidin 


-NH2)  ist  nach  meinen  Erfah- 


rungen am  einfachsten  am  frischen  unfixierten  Präparat  durchzu- 
führen. Es  wird  zunächst  mit  einer  durch  Essigsäure  angesäuerten, 
gesättigten  Lösung  von  Benzidin  in  Aqua  dest.  durchtränkt.  See- 
wasser  ist  gegebenenfalls  vorher  abzusaugen,  da  Benzidin  darin 
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stark  flockt.  Darauf  läßt  man  eine  verdünnte  Lösung  von  H202 
einwirken  — Beobachtung  in  Wasser  oder  Glycerin.  Infolge  der 
relativ  großen  Unempfindlichkeit  der  Reaktion  ist  es  aber  auch 
möglich,  Formol-  oder  alkoholfixierte  Gefrier-  oder  Paraffinschnitte 
zu  verwenden,  sowie  die  Reaktion  in  einer  angesäuerten  Benzidin- 
Wasserstoffsuperoxydlösung  statt  in  den  beiden  getrennten  Bädern 
durchzuführen  (vgl.  die  Techniken  bei  Romeis  und  Lison).  Von 
Loele  wurde  an  Stelle  des  Benzidins  a-Naphthol  vorgeschlagen 
sowie  Nachfärbung  der  oxydierenden  Strukturen  mit  basischen  Farb- 
stoffen, da  die  a-Naphtholfärbung  ebensowenig  haltbar  ist,  wie  der 
aus  dem  Benzidin  hervorgehende,  nicht  genauer  bekannte  blaue 
Farbstoff.  Die  mit  a-Naphthol  gefärbten  Strukturen  sind  aber 
stark  basophil.  Wegen  der  besseren  Haltbarkeit  der  Färbung  emp- 
fiehlt daher  neuerdings  Lison  durch  Zinkpulver  und  Eisessig  redu- 
zierte Leukoderivate  des  Säurefuchsins  und  Säurevioletts. 

Bei  der  Beurteilung  des  Ergebnisses  ist  zu  berücksichtigen, 
daß  Haemoglobin  eine  kräftige  katalytische  Wirkung  bei  der  Ben- 
zidinbläuung  in  Gegenwart  von  H202  besitzt,  worauf  z.  B.  ein  kli- 
nischer Nachweis  der  pathologischen  Ausscheidung  von  rotem  Blut- 
farbstoff im  Harn  beruht.  Auch  die  Haemoglobinbildung  während  der 
Embryonalentwicklung  läßt  sich  am  leichtesten  durch  die  Benzidin- 
peroxydasereaktion erfassen  (vgl.  die  Arbeiten  von  Spibito  1934). 
Im  Gegensatz  zu  der  eigentlichen  Fermentreaktion  ist  aber  diese 
Katalyse  durch  Haemoglobin  thermostabil  (pseudoperoxy- 
datische  Wirkung)  und  relativ  geringer  empfindlich  gegen  klei- 
nere Mengen  von  Peroxyden  als  die  durch  Hitze  zerstörbare  echte 
Peroxydase-Reaktion. 

Auf  Grund  der  Spektralanalyse  soll  die  Benzidin-Peroxydase 
haeminhaltig  sein,  und  zwar  ist  das  Peroxydasehaemin  etwa  ein- 
millionenmal  wirksamer  als  freies  Haemin.  In  dieser  Beziehung  ähnelt 
die  Benzidinperoxydase  der  Katalase,  die  H202  in  Sauerstoff  und 
Wasser  zerlegt,  und  deren  wirksame  Gruppe  wahrscheinlich  auch  mit 
demBluthaemin  identisch  ist.  Auch  hierbei  hat  das  normale  Bluthaemin 
geringe  katalytische  Wirkung,  die  sich  zu  der  der  Katalase  verhält 
wie  die  des  freien  Haemins  zu  der  der  Peroxydase.  Für  Katalase 
existiert  meines  Wissens  noch  kein  brauchbarer  histochemischer 
Nachweis.  Die  Versuche  von  Mestscherskaja  (1931),  Katalase 
durch  das  Auftreten  von  Gasblasen  nach  Zusatz  von  H202  zum  leben- 
den Präparat  mikroskopisch  zu  lokalisieren,  sind  nach  meinen  Er- 
fahrungen viel  zu  ungenau  (vgl.  auch  S.  56). 
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Es  ist  demnach  nötig,  zur  Trennung  der  pseudoperoxyda- 
tischen  Wirkung  von  der  Peroxydase-Reaktion  die  Hitze- 
probe durchzuführen,  sofern  nicht  Haemoglobin  bzw.  seine  Abbau- 
produkte von  vornherein  auszuschließen  sind.  Auch  die  relativ 
thermoresistenten  Peroxydasen,  die  eine  Paraffineinbettung  noch 
vertragen,  werden  durch  Kochen  meist  in  einigen  Minuten  zerstört  und 
widerstehen  jedenfalls  nicht  einer  Temperatur  von  120°,  während 
die  Pseudoperoxydase-Reaktion  auch  durch  1/2  ständiges  Erhitzen 
auf  180°  nicht  zerstört  wird.  Weiterhin  soll  der  nötige  Zusatz  von  H202 
charakteristisch  verschieden  sein  (vgl.  Lison). 

Aus  dem  Vorkommen  von  Benzidin-Peroxydase  lassen  sich  bisher 
wohl  kaum  allgemeinere  Schlüsse  über  ihre  Bedeutung  ableiten. 
Viel  Material  aus  verschiedenen  Tiergruppen  hat  M.  Preeant  zu- 
sammengetragen. Bei  Entwicklungsstadien  verschiedener  wirbel- 
loser Tiere  ist  die  Reaktion  bei  einigen  Arten  negativ,  bei  anderen 
hingegen  positiv.  Bei  der  Ascidie  Ciona  intestinalis  läßt  sich  sogar 
durch  diese  Reaktion  absolut  elektiv  die  Zellfolge  der  Myoblasten  von 
dem ,, Halbmondplasma“  der  noch  unbefruchteten  Eizelle  bis  zu  fertig 
differenzierten  Muskelzellen  der  Larve  verfolgen  (vgl.  Ries  1937). 

Die  Reaktion  scheint  durchweg  an  das  Grundplasma  gebunden  zu 
sein,  doch  konnte  M.  Preistant  eine  etwa  3 Stunden  nach  dem  Zell- 
tode einsetzende  und  mit  fortschreitender  Autolyse  stärker  wer- 
dende Reaktion  der  Zellkerne,  vor  allem  bei  Vertebratenzellen, 
feststellen  (nicht  hingegen  bei  Crustaceen  und  Insekten).  Die  Be- 
deutung dieser  Erscheinung  ist  noch  unklar : Freiwerden  der  Fermente 
in  toten  Zellen  oder  sekundäre  Anreicherung  aus  dem  Plasma  durch 
das  Chromatin?  Wahrscheinlich  handelt  es  sich  dabei  teilweise  um 
pseudoperoxydatische  Reaktionen,  denn  Fischel  fand,  daß  die 
Tolidinblau-Reaktion  der  Zellkerne  auch  noch  nach  Erhitzen  auf 
120°  eintritt,  hingegen  nicht  mehr  bei  einer  Temperatur  von  180° 
(Tolidin  ist  wie  das  Benzidin  ein  Diamin).  Ähnlich  verhalten  sich 
Mastzellengranulationen,  Plasma  von  Lymphocyten,  Knorpelgrund- 
substanz und  Nißlschollen.  Alle  diese  Substanzen  sind  ebenso  wie 
das  Chromatin  stark  basophil,  was  den  Gedanken  einer  sekundären 
Adsorption  noch  wahrscheinlicher  werden  läßt.  Ähnlich  könnte  auch 
der  Befund,  daß  im  Zellkern  mit  den  gewöhnlichen  Reaktionen  kein 
Eisen  nachzuweisen  ist,  wohl  aber  nach  langsamer  mehrtägiger  De- 
maskierung mit  Alkohol  und  Schwefelsäure  entsprechend  den  Vor- 
schriften Macallums,  gedeutet  werden  (vgl.  S.  239).  Beruht  viel- 
leicht die  pseudoperoxydatische  Reaktion  auf  einer  allmählichen 
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postmortalen  Eisenanreicherung  basophiler  Strukturen?  Daß  eine 
solche  Vermutung  nicht  ganz  absurd  ist,  lehren  Versuche  von 
W.  H.  Schultze  : Werden  Gefrierschnitte  mit  Metallverbindungen 
(Silbernitrat,  Phosphormolybdänsäure,  Osmiumsäure)  vorbehandelt 
und  darauf  in  eine  wäßrige  Lösung  von  Paraphenylendiamin  ge- 
bracht, so  lassen  sich  zahlreiche  Gewebsstrukturen,  wie  z.  B.  Kitt- 
leisten, Sekretcapillaren,  Markscheiden  usw.  darstellen.  Das  ad- 
sorbierte Metall  wirkt  also  hier  als  Katalysator  der  Farbstoff bildung. 

Oxydase-Reaktionen:  Der  Nachweis  der  Phenol-Oxydasen 
ist  wegen  der  größeren  Empfindlichkeit  des  auch  schon  bei  60° 
zugrunde  gehenden  Fermentes  gegen  Fixierungsmittel  (z.  B.  Sublimat) 
sowie  wegen  der  Abhängigkeit  von  einem  optimalen  pH-Bereich 
schwieriger  als  die  der  Peroxydasen,  die  in  allen  diesen  Punkten  viel 
indifferenter  sind.  Nach  meinen  Erfahrungen  an  Entwicklungsstadien 
mariner  Wirbelloser  ist  daher  die  unmittelbare  Beobachtung  un- 
fixierter  und  möglichst  auch  während  der  Reaktion  lebendig  bleiben- 
der Zellen  im  natürlichen  Milieu  nach  Zusatz  von  a-Naphthol  (l°/0 
bis  zum  Schmelzen  in  Aqua  dest.  erhitzen  und  zutropfen  von  mög- 
lichst wenig  10°/oiger  Kalilauge  bis  zur  Lösung)  und  Dimethyl- 
paraphenylendiamin  (l°/0  in  Aqua  dest.)  in  auszuprobierenden 
Mengen  am  vorteilhaftesten. 

Schon  1881  erhielten  Koechlin  und  Witt  durch  die  Oxydation  mit  Hilfe 
von  Bichromat  aus  Dimethylparaphenylendiamin  und  a-Naphthol  (später 
abgekürzt  als  Nadi- Gemisch  bezeichnet)  Indophenolblau.  1885  benutzte 
Ehrlich  ein  solches  Gemisch  zu  Injektionen  für  seine  berühmten  Versuche 
über  das  Sauerstoff bedürfnis  des  Organismus.  1895  wiesen  Röhmann 
und  Spitzer  an  Organextrakten  nach,  daß  die  Indophenolblausynthese 
fermentativ  bedingt  sei.  Von  Winkler  wurde  sie  dann  an  Blutausstrichen 
und  von  Schultze  zum  erstenmal  an  Schnitten  durchgeführt.  Seitdem  hat 
sie  durch  Gräef,  von  Gierke  u.  a.  einen  weiteren  Ausbau  erfahren  und 
nimmt  in  histologischen  Techniken  gewöhnlich  einen  breiten  Raum  ein. 


ÖH  Dimethylparaphenylendiamin  O 

a -Naphthol 

Von  der  sog.  M-nadi-oxydase-Reaktion  (Gräff)  oder  stabilen  Oxydase- 
reaktion  (von  Gierke),  die  nach  Formolfixierung  mit  alkalischer  Nadi-Lösung 
zu  erhalten  ist  (Blutzellen  der  myeloiden  Reihe,  Granulationen  in  mensch- 
lichen Speicheldrüsen,  Tränendrüsen  und  bestimmten  Placentazellen) , trennte 
Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  13  a 
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Gräff  später  die  G-nadi-oxydase-Reaktion  oder  labile  Oxydasereaktion,  die 
bei  fast  allen  Zelltypen  (bzw.  allen  Zelltypen  ohne  vorhergehende  Fixierung 
und  bei  Einhaltung  eines  bestimmten  pH)  positiv  ausfällt. 

Weiterhin  gab  Loele  eine  ,, primäre“  und ,, sekundäre“  Phenol-  (Naphthol)- 
Reaktion  an,  die  auf  Blaufärbung  bestimmter  Zellstrukturen  durch  a-Naph- 
thol  beruht  und  entweder  direkt  (primär)  oder  erst  nach  Behandlung  der 
Gefrierschnitte  mit  Formolextrakten  von  Nacktschnecken,  die  reich  an 
Naphtholoxydasen  sind,  gegeben  wird  (sekundäre  Reaktion).  Im  Gegensatz 
zu  den  weitgehenden  Schlußfolgerungen  Loeles  ist  wohl  Lison  darin  zu- 
zustimmen, daß  die  sekundäre  Reaktion  wahrscheinlich  auf  einer  Absorption 
der  Oxydasen  aus  dem  Schneckenextrakt  beruht  und  somit  keinerlei  histo- 
chemischen  Wert  hat,  es  sei  denn,  daß  wir  aus  diesem  Beispiel  lernen,  wie 
leicht  infolge  der  großen  Adsorbierbarkeit  der  Fermente  bzw.  ihrer  Reaktions- 
produkte irrige  Meinungen  hinsichtlich  Lokalisation  und  Vorkommen  der 
selben  entstehen  können. 

Nach  den  Versuchen  der  Biochemiker  ist  es  fraglich,  ob  es  eine 
besondere  Indophenolblauoxydase  gibt.  Nach  Keilest  ist 
das  Cytochrom  zur  Indophenolblausynthese  nötig,  und  die  Wirkung 
ist  auf  das  Warburgsche  Atmungsferment  zurückzuführen.  Rtjnn- 
ström  bestätigt,  daß  das  Paraphenylendiamin  oxydierende  Ferment 
durch  KCN  gehemmt  wird.  Damit  würden  die  von  Lison  geäußerten 
Bedenken  gegen  die  biologische  Bedeutung  der  Phenolasen  (vgl. 
S.  188)  zum  Teil  hinfällig  werden,  da  wir  aus  der  Indophenolblau- 
synthese unter  Umständen  Schlüsse  auf  das  Vorkommen  von  „At- 
mungsfermenten“ ziehen  könnten.  Interessant  ist  in  diesem  Zu- 
sammenhänge, daß  der  starken  Atmungssteigerung,  die  unmittelbar 
nach  der  Befruchtung  im  Seeigelei  einsetzt  (etwa  6- — 8000%  im  Laufe 
einer  Minute,  Shearer  u.  a.),  das  plötzliche  Auftreten  einer  starken 
Indophenolblaureaktion  parallel  geht.  Die  Reaktion  bleibt  in  den 
ersten  zwölf  Entwicklungsstunden  bis  zur  Mesenchymbildung  sehr  stark, 
um  dann  wieder  abzunehmen.  Diese  Entwicklungsperiode  ist  aber  nach 
Rapkine  eine  Periode  der  „gekoppelten  Reaktionen“  oder  der  Oxydo- 
Reduktionsprozesse,  in  der  Synthesen  vorherrschen  und  die  durch  einen 
respiratorischen  Quotienten  von  nahezu  4 gekennzeichnet  ist,  in  der 
also  gekoppelte  Redoxprozesse  ablaufen  müssen.  Vielleicht  geben  diese 
voneinander  unabhängig  gewonnenen  Daten  einen  Hinweis  auf  die 
Bedeutung  der  Indophenolblauoxydase  für  die  Zellbiologie. 

Im  Seeigelei  gibt  nun  zunächst  die  Befruchtungsmembran,  weiterhin 
das  Grundplasma  und  später  auch  die  Blastocoelflüssigkeit,  im  Ei  von  Ciona 
das  „Halbmondplasma“,  im  Ei  von  Aplysia  die  Ansammlung  der  Fett- 
dottersch eilen  die  Reaktion  (vgl.  Ries  1937).  Außerdem  reagieren  viele 
Zellgranulationen  positiv.  Überhaupt  scheint  die  supravitale  oder  vitale 
Indophenolblausynthese  in  fast  allen  — oder  allen  vollebensfähigen  — 
Zelltypen  einzutreten  und  nur  durch  die  Fixierung  eingeengt  zu  werden, 
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was  ohne  weiteres  erklärlich  erscheint  durch  die  Zerstörung  mancher  Phasen 
des  lebenden  Systems,  durch  Denaturation,  Fällung,  Lösung  usw.  (Aller- 
dings war  nach  noch  unveröffentlichten  Versuchen  die  vitale  Reaktion  der 
Lymphocyten  von  Periplaneta  negativ  bzw.  minimal.) 

Das  unterschiedliche  Verhalten  lebender  und  toter  Präparate 
würde  bedeuten,  daß  wir  den  verschiedenen  in  der  histologischen 
Technik  ausgearbeiteten  Ferment-Methoden  (labile  und  stabile 
Oxydasereaktion  usw.)  vom  physiologischen  Standpunkt  aus  die 
größte  Skepsis  entgegenbringen  müssen.  Dies  gilt  weiterhin  bei 
der  Indophenolblaureaktion  auch  für  ihre  Lokalisierung  in  der 
Zelle.  Vor  allem  ist  eingewandt  worden,  daß  Indophenolblau 
ein  typischer  Fettfarbstoff  ist,  der  wegen  seiner  Unlöslichkeit 
in  Wasser  nur  die  fetthaltigen  Strukturen  anzufärben  vermag.  Doch 
ist  bei  einiger  Übung  die  vitale  oder  postvitale  Anfärbung  der  Fett- 
tröpfchen mit  spontan  in  der  Lösung  entstandenem  Indophenolblau 
leicht  von  der  der  , , Oxydasegranula‘ ‘ zu  unterscheiden.  Außerdem 
ist  jederzeit  eine  Kontrollfärbung  erhitzter  Präparate  möglich,  bei 
denen  die  Oxydasereaktion  ausbleiben  muß. 

Schwerer  wiegt  der  Ein  wand,  daß  der  durch  die  Fermentwirkung  ent- 
standene Farbstoff  nur  sekundär  von  besonderen  Strukturen  angereichert 
werde,  die  eine  ausgesprochene  Affinität  dazu  haben.  Hollande  konnte 
nachweisen,  daß  bei  einer  Färbung  mit  einer  Lösung  des  fertigen  Oxydations- 
produktes, also  Indophenolblau,  genau  dieselben  Strukturen  angefärbt 
werden,  wie  bei  der  Reaktion.  Eine  alkoholische  Lösung  des  Farbstoffes 
wurde  zu  dem  Zwecke  mit  Wasser  verdünnt,  worauf  der  ausflockende  Farb- 
stoff sich  vor  allem  an  den  Granulis  niederschlug,  welche  die  Oxydasereaktion 
geben,  nicht  hingegen  an  anderen  Strukturen.  Also  ist  keineswegs  ausge- 
schlossen, daß  in  vielen  Fällen  der  fermentative  Vorgang  im  Grundplasma 
vor  sich  geht  und  das  Reaktionsprodukt  nur  von  besonderen  Strukturen  se- 
kundär adsorbiert  bzw.  in  ihnen  gelöst  wird.  Dieser  Einwand  Hollandes 
kann  jedoch  nicht  grundsätzlich  gelten,  denn  in  einigen  Fällen  erscheint  die 
Reaktion  im  Grundplasma  und  bleibt  auch  auf  dieses  beschränkt  (verschie- 
dene Eizellen  mariner  Wirbelloser,  z.  B.  Ciona,  Seeigel).  Andererseits 
kann  die  Synthese  von  vornherein  in  Fettdotterschollen  einsetzen  (Aplysia) 
und  dort  lokalisiert  bleiben.  Es  kann  sich  auch  nicht  um  eine  sekundäre 
Anreicherung  des  ja  auch  spontan,  ohne  Mitwirkung  von  Katalysatoren, 
aus  a-Naphthol  und  Dimethylparaphenylendiamin  entstehenden  Indophenol- 
blaus handeln,  weil  die  Synthese  in  den  Fettdotterschollen,  die  im  reifen 
Aplysia-Ubi  in  einer  bestimmten  Zone  konzentriert  wurden,  unmittelbar  nach 
Zusatz  der  Reagenzien  und  nur  in  dieser  Region  einsetzt,  während  die  spontane 
Indophenolblaubildung  meist  viel  langsamer  abläuft. 

Leukomethylenblau-Reaktion:  Von  Hirsch  und  Bttch- 
mann  (1930)  wurde  gezeigt,  daß  auch  die  sogenannte  Rongalit- 
weißreaktion  nach  Unna  (Blaufärbung  der  Leukobase  des 
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Methylenblaus)  wahrscheinlich  durch  ein  Ferment  bedingt  ist,  das 
sie  Oxydo-Redukase  LM  nannten:  Es  wurde  so  bezeichnet,  weil  nicht 
sicher  zu  entscheiden  war,  ob  es  sich  um  eine  Dehydrase,  die  H 
von  Leukomethylenblau  frei  macht,  handelt  oder  um  eine  Oxy genäse, 
die  02  vom  „Reaktionsträger“  löst,  bzw.  um  ein  Ferment,  das  ,,H 
und  0 synthetisiert“.  Unna  glaubte,  mit  Hilfe  des  durch  Rongalit 
reduzierten  Leukomethylenblaus  ,,  Sauerstoff  orte“  nachweisen  zu 
können  (s.  S.  107).  Demgegenüber  stellten  Hirsch  und  Buchmann 
vor  allem  an  Mitteldarmdrüsen  von  Astacus  fest,  daß  die  Reaktion 
durch  Erhitzen  auf  80°  (von  15  Minuten  ab),  durch  ultraviolette 
Strahlen  (von  4 Minuten  ab),  sowie  auch  durch  Behandlung  mit  HCN 
(von  10  Minuten  ab)  und  N atriumpyrophosphat  (von  2.  Stunden  ab) 
zerstört  wird,  nicht  hingegen  die  Träger  der  Reaktion.  Andererseits 
konnte  die  Reaktion  durch  Zusatz  von  Kupfersulfat  etwas  ver- 
stärkt werden,  was  allerdings  an  die  Mitwirkung  anorganischer  Kata- 
lysatoren denken  lassen  könnte.  Roskin  und  Ries  wiesen  nach,  daß 
die  Leukomethylenblaufärbung  von  Schnitten  insofern  zu  falschen 
Vorstellungen  über  die  Lokalisierung  der  reagierenden  Substanzen 
führt,  als  durch  die  Fixierung  sekundäre  Fällung  und  Adsorption 
eintreten  können.  Bei  vitaler  Anwendung  wird  die  Leukobase  meist 
im  Grundplasma  gebläut,  seltener  an  mikroskopischen  Strukturen, 
wie  z.  B.  wohl  stets  in  den  Propigmentgranulis.  Dagegen  kann  in 
manchen  Fällen  auch  der  Kern  an  der  Leukomethylenblauoxydation 
beteiligt  sein.  Im  toten  und  fixierten  Präparat  reagiert  der  Kern 
wohl  in  den  meisten  Fällen  besonders  kräftig.  Es  ergibt  sich  hier 
also  dasselbe  Problem  wie  für  die  Benzidin-Peroxydase  (vgl.  S.  192). 

Leukomethylenblau  geht  durch  Entzug  von  Wasserstoff  in  Methylenblau 
über.  Als  Wasserstoffacceptor  dient  dabei  meistens  02,  vielleicht  spielen 
in  manchen  Fällen  auch  Chinone  oder  andere  organische  Körper  eine  Rolle. 


Formeln  aus  Michaelis  (1933): 
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Tyrosinase-  und  Dopaoxydase-Reaktion:  Besondere  fer- 
mentative Prozesse  spielen  nach  den  Erfahrungen  der  biologischen 
Chemiker  auch  bei  der  Pigmentbildung  eine  Rolle.  So  soll  z.  B.  Me- 
lanin durch  Einwirkung  einer  Tyrosinase  (Oxydase)  auf  Tyrosin 
entstehen,  das  bekanntlich  als  eine  der  häufigsten  Aminosäuren  in 
vielen  Eiweißkörpern  vorkommt.  Nach  den  zahlreichen  biochemischen 
Arbeiten  über  Oxydasen,  auf  die  hier  nicht  näher  eingegangen  werden 
kann,  ist  eine  Identität  der  bei  der  Pigmentbildung  wirksamen  Ty- 
rosinase mit  Phenoloxydasen  und  anderen  histochemisch  zu  er- 
fassenden Oxydasen  unwahrscheinlich.  Neuerdings  zitiert  Lison 
einige  Fälle,  in  denen  die  gelblich  gefärbten  Propigmente  weder 
Tyrosin  noch  Dopa  enthalten,  sondern  ein  Orthodiphenol  bzw. 
Körper,  die  noch  nicht  genauer  identifiziert  werden  konnten  (für 
eine  reiche  Literatursammlung  sei  im  übrigen  auf  J.  Verne  1926 
verwiesen). 

Es  lag  nahe,  auch  histologische  Nachweismethoden  für  die  bei  der  Pig- 
mentbildung ablaufenden  Prozesse  ausfindig  zu  machen. 

In  den  Propigmentgranulis,  in  denen  die  Melaninbildung  vor  sich  geht, 
muß  ein  Redoxpotential  vorhanden  sein,  das  von  dem  des  umgebenden  Plas- 
mas ab  weicht,  und  vielleicht  liegt  dort  auch  ein  besonderes  Fermentsystem 
vor  (s.  S.  196).  Das  ergibt  sich  aus  der  dort  auch  bei  vitaler  Anwendung 
elektiv  erfolgenden  Bläuung  (Oxydation)  von  Leukomethylenblau  [in  jungen 
Melanophoren  von  Fischen  nachgewiesen  von  B.  Kedrowski  (1931),  in 
pigmentbildenden  Zellen  einer  Meduse  und  in  den  Epithelzellen  der  Tinten- 
drüse von  Sepia  nach  Ries,  in  in  vitro  gezüchteten  Melanophoren  vom 
Arribly stoma  und  in  Irisepithelzellen  des  Hühnchens  nach  I.  Fischer].  Mehr- 
fach ist  auch  das  Auftreten  von  Peroxydasen  bei  Pigmentierungsprozessen 
beschrieben  worden  (vgl.  M.  Prenant). 

In  der  histologischen  Literatur  über  Pigmentbildung  spielt  jedoch  die 
sog.  Dopareaktion  die  größte  Rolle.  ,,Dopa“  ist  eine  Abkürzung  für 
Dioxyphenylalanin,  das  sich  vom  Tyrosin  nur  durch  eine  weitere  OH- Gruppe 
in  o-Stellung  zum  vorhandenen  OH  und  seine  größere  Labilität  unterscheidet. 
Guggenheim  fand  es  in  den  melaninbildenden  Blättern  von  Vicia.  Später 
wurde  es  auch  bei  bestimmten  Schmetterlingen  festgestellt,  z.  B.  bei  Saturnia 
pavonia  und  Eriogaster  lanestris  von  Brecher  und  Winkler,  außerdem  bei 
Lophyrus  pini  (einer  Blattwespe)  u.  a.  Objekten,  während  bei  Wirbeltieren 
nur  Tyrosin  nachzu weisen  war. 

Werden  aber  Hautstückchen  früher  Entwicklungsstadien  von  Wirbeltieren 
in  eine  Dopalösung  gelegt,  so  werden  sie  braun,  so  daß  auch  hier  eine  Dopa- 
Oxydase  anzunehmen  ist. 

Nach  Bloch  entsteht  aus  Dopa  durch  Einwirkung  einer  spezifischen  Dopa- 
oxydase  Melanin.  Diese  Dopaoxydase  soll  histologisch  nachzu  weisen  sein, 
indem  in  Agar  eingebettete  Gefrierschnitte  im  Dunkeln  mehrere  Stunden 
mit  einer  wäßrigen  Lösung  von  Dopa  behandelt  werden.  Dabei  sollen  sich 
Gewebe  mit  natürlichem  Pigmentbildungsvermögen  schwärzen,  da  in  ihnen 
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Formeln  nach  Rarer  aus  Lehnartz  1937: 
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Dopaoxydase  vorhanden  ist  (bei  Säugetieren  nur  Epithelzellen,  entweder 
in  allen  Entwicklungsstadien  oder  wie  die  der  Retina  nur  während  der 
Embryonalentwicklung,  nicht  hingegen  die  Hautchromatophoren  des 
Bindegewebes,  mit  Ausnahme  der  des  sog.  Mongolenfleckes,  und  der 
Pigmentzellen  der  Chorioidea,  des  Corpus  ciliare  und  der  Iris  während  der 
Embryonalentwicklung).  In  entsprechender  Weise  wies  Hasebroek  nach, 
daß  unausgefärbte  Flügel  verschiedener  Schmetterlinge  bei  24  ständiger 
Behandlung  mit  gesättigter  wäßriger  Lösung  von  Tyrosin  das  spätere 
Zeichnungsmuster  als  violett-schwarze  Pigmentierung  erkennen  lassen.  Aus 
diesen  Befunden  wird  geschlossen,  daß  pigmentbildende  Zellen  das  Melani- 
sierungsferment  schon  enthalten,  während  das  Melanogen  noch  fehlt,  bzw. 
erst  gebildet  wird.  Eine  gewisse  Schwierigkeit  besteht  hier  insofern,  als  durch 
die  Blochsche  Dopareaktion  im  wesentlichen  nur  Pigmentierungsvorgänge 
im  Epithel  aufgedeckt  werden  konnten,  während  sich  in  den  pigmentbildenden 
Zellen  des  Bindegewebes  schon  Propigmentgranula  fanden,  die  durch  Argent- 
affinität  charakterisiert  waren,  in  denen  sich  aber  keine  Dopaoxydase  nach- 
weisen  ließ.  Außerdem  sind  noch  weitere  Einwände  vor  allem  gegen  die  Fer- 
mentnatur der  durch  Dopa  nachzuweisenden  Substanzen  vorgebracht  worden : 
spontane  Schwärzung  des  Dioxyphenylalanins  bei  alkalischer  Reaktion, 
Hitzebeständigkeit  usf.  Auch  die  Spezifität  der  Dopaoxydase  und  die  aus- 
schließliche Bedeutung  des  Dopa  als  Melanogen  ist  bezweifelt  worden  (vgl.  dazu 
die  Erwiderung  von  Bloch  und  die  Befunde  von  Hasebroek  über  die  unter- 
schiedliche Reaktion  verschiedener  Entwicklungsstadien  und  Organe  von 
Schmetterlingen  gegen  Dopa  und  Tyrosin.  Diese  Unterschiede  lassen  sich 
allerdings  mit  Przibram  vielleicht  dadurch  erklären,  daß  Dopa  leichter  zu 
melanisieren  ist  als  Tyrosin). 

Nach  den  bisher  vorliegenden  Ergebnissen  kann  es  also  kaum 
mehr  fraglich  erscheinen,  daß  Fermentsysteme  sich  histochemisch 
nachweisen  lassen.  Dagegen  sind  die  Unterschiede  der  durch 
die  verschiedenen  Reaktionen  erfaßbaren  Peroxydasen 
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und  Oxydasen,  sowie  ihre  funktionelle  Bedeutung  im 
Zellhaushalt  noch  weitgehend  ungeklärt.  Zum  größeren 
Teil  wird  die  Erforschung  dieser  Dinge  wohl  der  Biochemie  überlassen 
bleiben  müssen,  die  ja  ganz  entsprechende  Reaktionen  anwendet. 
Dabei  konnten  für  die  Benzidin-Peroxydase  und  Katalase  ebenso 
wie  für  die  Phenoloxydase  Zellhaemine  als  prosthetische  Gruppe  nach  - 
gewiesen  werden,  wobei  die  eigentliche  und  besondere  Ferment  - 
Wirkung  sich  wohl  nur  durch  die  Annahme  eines  spezifischen  Trägers 
der  Wirkungsgruppe  erklären  läßt.  Das  Ferment  besitzt  eine  mil- 
lionenfach stärkere  Wirkung  als  das  freie  Haemin  (vgl.  S.  191).  Ja, 
Keilest  versucht  sogar,  die  Indophenoloxydase  mit  dem  Atmungs- 
ferment von  Waebtjeg  zu  identifizieren.  Nach  der  Theorie  von  Bach 
und  Chodat  sind  die  Phenolasen  regelmäßig  ein  System  aus  einer 
Oxygenase,  die  ausgehend  von  molekularem  Sauerstoff  ein  Peroxyd 
auf  baut,  und  einer  Peroxydase,  die  nun  im  Verein  mit  dem  gebildeten 
Peroxyd  das  Substrat  oxydiert. 

Andererseits  aber  bleibt  es  Aufgabe  der  Histochemie,  die  Be- 
ziehungen der  Oxydo-Redukasen  zueinander,  zu  anderen  für  das 
Redoxpotential  der  Zellen  verantwortlichen  Stoffen  (gelbes  Ferment, 
Glutathion,  Vitamin  Cu.  a.)  und  zu  den  spezifischen  Zellfunktionen 
sowie  zu  den  Entwicklungs-  und  Differenzierungsperioden  der  Zelle 
noch  gründlicher  zu  untersuchen,  als  es  bisher  der  Fall  war. 

Eine  eingehendere  vergleichende  histochemische  Untersuchung  der 
tierischen  Oxydasen  und  Peroxydasen  liegt  nur  von  M.  Peenant  vor. 
Daraus  ergibt  sich,  daß  eine  Reihe  von  Granula  sowohl  die  Benzidin- 
ais auch  die  Indophenolblaureaktion  gibt  (so  z.  B.  die  Granulationen 
myeloiderLeukocyten,  der  Samenzellen  von  Pulmonatenu.  a.),  während 
andere  Objekte  entweder  nur  die  eine  oder  die  andere  Reaktion  zeigen, 
bzw.  beide  Reaktionen  an  verschiedenen  Zellorten  oder  Zellstrukturen 
auftreten.  Im  allgemeinen  nimmt  jedoch  M.  Peenant  eine  gewisse 
Verbindung  zwischen  Oxydasen  und  Peroxydasen  an,  die  nur  nicht 
in  allen  Fällen  zutage  zu  treten  braucht.  Ganz  Entsprechendes 
ergab  die  Untersuchung  von  Entwicklungsstadien  mariner  Wirbel- 
loser (bei  Ciona  fallen  LM-R.,  Nadi-R.  und  Benzidin-R.  zusammen; 
bei  Aplysia  sind  alle  drei  Reaktionen  positiv,  aber  an  verschiedene 
Strukturen  gebunden;  bei  Chaetopterus  fehlt  die  Benzidin-R., 
während  LM-R.  und  Nadi-R.  positiv  sind;  beim  Seeigel  nimmt  die 
LM-R.  ab,  während  gleichzeitig  die  Nadi-R.  ansteigt,  die  Benzidin- 
R.  negativ  bleibt  usw.  (Ries  1937).  Weiterhin  konnten  Hiesch 
und  Buchmann  sowohl  an  Extrakten  wie  an  Schnitten  vor  allem 
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der  Mitteldarmdrüse  von  Astacus  nachweisen,  daß  die  Kurven  quan- 
titativer Schwankungen  der  LM-Oxydoredukase,  der  Benzidin- 
Peroxydase  und  der  Nadi-Oxydase  zu  verschiedenen  Zeiten  nach  der 
Fütterung  ungleich  verlaufen. 

Somit  ergibt  sich  schon  aus  den  histochemischen  Befunden,  daß 
die  Reaktionen  irgendwie  spezifisch  sein  müssen  und  wohl  sicher  auch 
im  Zusammenhang  stehen  mit  den  biologisch  bedeutungsvollen 
Oxydationsvorgängen  (vgl.  die  Versuche  am  Seeigelei  S.  260). 
Ungeklärt  ist  aber  noch  die  Beziehung  zum  Redoxpotential  der  Zelle. 
Bei  Aplysia  ließ  sich  keine  Beziehung  der  Oxydo-Redukasen  zu  den 
vitalfärberisch  nachweisbaren  Redoxprozessen  feststellen.  Allerdings 
ist  hier  das  stark  reduzierende,  histochemisch  nachweisbare  Vitamin 
C ebensowenig  für  das  Reduktionsvermögen  bestimmter  Eizonen 
verantwortlich  zu  machen.  Das  vielleicht  als  Redoxsystem  fungierende 
Glutathion  (vgl.  S.  83  u.  163)  steht  beim  Seeigel  möglicherweise  in  Be- 
ziehung zur  Farbstoff oxydation  bzw.  -reduktion.  Es  wäre  an  der 
Zeit,  hier  durch  ganz  systematische  histochemische  Untersuchungen 
an  geeigneten  Objekten  wie  etwa  Paramaecium  (vgl.  die  Untersuchung 
von  M.  Gersch)  oder  leicht  zu  isolierenden  Zelltypen  die  Verbindung 
zwischen  der  modernen  biochemischen  Erforschung  der  Stoffwechsel- 
und  Redoxprozesse  und  der  histophysiologischen  Erfassung  auf 
topographischer  Grundlage  herzustellen. 

Unabhängig  von  diesen  biochemisch  wesentlichen  Fragestellungen 
wie  auch  von  der  Kritik  gegen  viele  der  spezifisch  histo- 
logischen Techniken  bleibt  der  Wert  der  verschiedenen  Ferment- 
nachweismethoden für  klinisch-diagnostische  Zwecke:  so  ist  z.  B. 
eine  myeloide  Leukämie  durch  die  stabile  Nadi-oxydase-Reaktion 
von  der  lymphoiden  Leukämie  zu  unterscheiden  (s.  Abb.  bei  W.  H. 
Schultze  1926). 

g ) Nachweismethoden  für  weitere  biologisch  bedeutsame  Stoffgruppen 
(Hormone,  Vitamine) 

Es  wäre  wünschenswert,  für  eine  ganze  Reihe  weiterer  biologisch 
bedeutsamer  Substanzen  histochemische  Nachweise  auszuarbeiten,  so 
u.  a.  für  Hormone,  Vitamine  usw.  Hier  steckt  die  Histochemie  jedoch 
noch  ganz  in  den  Kinderschuhen,  zumal  ja  auch  der  Biochemiker 
bei  vielen  dieser  Stoffe  lediglich  auf  biologische  Reaktionen  ange- 
wiesen ist. 

Nur  im  Falle  des  Adrenalins  glückte  bisher  ein  sehr  einfacher 
histochemischer  Nachweis  infolge  seiner  Chromaffinität,  z.  B.  durch 
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Fixierung  der  Nebenniere  in  Chromsäure  oder  chromathaltigen 
Fixierungsflüssigkeiten  (s.  S.  165). 

Neuerdings  wurde  auch  für  ein  Vitamin,  und  zwar  für  das  Vitamin 
C,  ein  einfacher  histochemischer  Nachweis  gefunden.  Szent  Györgyi 
entdeckte,  daß  die  Corticalzone  der  Nebenniere  sehr  rasch  Silber- 
nitrat im  Dunkeln  reduziert,  und  stellte  darauf  an  Extrakten  fest, 
daß  diese  Reaktion  auf  dem  Gehalt  an  Vitamin  C,  das  später  als 
Ascorbinsäure  identifiziert  werden  konnte,  beruht.  Bisher  ist  eine 
so  rasche  Silbernitratreduktion  und  eine  so  weitgehende  Unabhängig- 
keit der  Reaktion  vom  pH  der  Lösung  (die  Reduktion  erfolgt  auch 
bei  starker  Ansäuerung  durch  Essigsäure)  nur  von  der  Ascorbin- 
säure bekannt.  Mithin  kann  die  Reaktion  bei  entsprechender  Aus- 
führung als  spezifisch  gelten,  zumal  sie  bisher  stets  da  positiv  ausfiel, 
wo  Ascorbinsäure  auch  chemisch  oder  biologisch  auf  andere  Weise 
nachgewiesen  werden  konnte  (Nebennierenrinde,  gelber  Körper, 
Hypophyse,  interstitielle  Zellen  im  Hoden,  Interrenalorgan  der  Haie 
usw.).  Andererseits  war  die  Reaktion  auch  stets  negativ,  wenn  keine 
Ascorbinsäure  vorhanden  war  (z.  B.  bei  Avitaminose  und  Skorbut), 
bzw.  nachdem  sie  extrahiert  wurde.  Durch  experimentelle  Zufuhr 
von  Vitamin  C-Präparaten  war  ferner  bei  den  Versuchstieren  eine 
deutliche  Steigerung  der  Reaktion  in  den  entsprechenden  Schnitten 
zu  erreichen.  Eine  ausführliche  Literaturzusammenstellung  darüber 
geben  Giroud  und  Leblond  1936. 

Neuerdings  benutzten  E.  Tonutti  und  E.  Plate  (1937)  in  manchen 
Fällen  statt  der  10°/0igen,  mit  Essigsäure  versetzten  Silbernitratlösung  eine 
l°/0ige  Goldchloridlösung  (auf  1 ccm  2 Tropfen  Eisessig),  da  Silbernitrat 
durch  Bildung  eines  undurchdringlichen  ,, Schorfs  von  Silberalbuminat“  sich 
selbst  den  Weg  ins  Innere  des  Gewebes  versperrt. 

Wesentlich  ist  es  in  vielen  Fällen,  die  Gewebe  oder  isolierten  Zellen  und 
Entwicklungsstadien,  vor  allem  bei  marinen  Organismen,  mit  isotonischer 
Laevuloselösung  zu  durchspülen  bzw.  zu  waschen,  um  Chlorid-Niederschläge 
zu  vermeiden. 

Mit  Hilfe  des  von  Giroud  und  Leblond  ausgearbeiteten  Vitamin- 
C-Nach weises  werden  nun  aber  regelmäßig  granuläre  und  vielfach 
streng  lokalisierte  Vorkommen  des  Vitamin  C erfaßt  (Abb.  32 — 37).  Es 
erscheint  daher  wahrscheinlich,  daß  wir  mit  dieser  Reaktion 
in  erster  Linie,  wenn  nicht  ausschließlich,  gespeichertes  und  de- 
poniertes Vitamin  C auf  finden,  nicht  hingegen  die  gerade  aktiv 
im  Stoffwechsel  der  Zellen  beteiligte  Ascorbinsäure.  Als  Speicher- 
organelle scheinen  in  erster  Linie  der  Golgiapparat  und  die  Lipo- 
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chondrien,  in  zweiter  auch  die  Mitochondrien  in  Frage  zu  kommen 
(vgl.  Giboud  und  Leblokd,  Tonüttt,  Eies  u.  a.).  So  erklärt  sich 
vielleicht  auch  die  eigenartige  Erscheinung,  daß  das  in  frühen  Fur- 
chungsstadien bei  Aflysia  ganz  regelmäßig  bestimmten  Zellfolgen 
mitgegebene  Vitamin  C keine  Beziehung  zu  den  Zellorten  auf  weist,  die 
im  Eeduktionsvermögen  für  basische  Farbstoffe  führend  sind,  obgleich 


& 


Abb.  32.  Vitamin  C in  Eizelle  und  Entwicklungsstadien  von  Aplysia  limacina. 
— a)  Verteilte  Granula  im  peripheren  Plasma  eines  unreifen  Eis  vor  der 
Sonderung  (vgl.  S.  267);  b)  3-Zellen-  und  4-Zellen- Stadien  mit  ganz 
regelmäßiger  Lokalisierung  des  Vitamin  C.  Silbernitratreaktion,  Glycerin. 

— Nach  Ries,  1937. 
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die  Ascorbinsäure  gerade  durch  ihr  außerordentliches  Reduktions- 
vermögen gekennzeichnet  ist  (Abb.  32).  Die  Vitamin-C-speichernden 
Granula  reichern  diese  leicht  zu  reduzierenden  Farbstoffe,  wie  Me- 
thylenblau, an,  ohne  sie  jedoch  zu  reduzieren.  Nach  Tcxntjtti  werden 
übrigens  auch  saure  Farbstoffe,  wie  z.  B.  Trypanblau,  in  Vitamin-C- 
Granulis  angereichert.  Vielleicht  ist  das  gespeicherte  Vitamin  C in 
seiner  Wirkung  „ blockiert“  (vgl.  die  ausführliche  Erörterung  dieser 
und  ähnlicher  Fragen  bei  Tcxntjtti  1937).  Dafür  spricht  weiterhin 
auch,  daß  der  Bestand  an  Vitamin-C- Granula  sich  während  der  ge- 
samten Embryonalentwicklung  von  Aflysia  kaum  in  stärkerem  Aus- 
maß verändert. 

Hinsichtlich  des  Vitamin-C-Nachweises  ist  weiterhin  zu  bedenken, 
daß  nur  die  reversibel  reduzierte  Form  des  Vitamin  C er- 
faßt wird  und  eine  Reihe  von  Substanzen,  vor  allem  Oxydations- 


Abb.  33.  Unreife  Eizellen  von  Platynereis  Dumerilii.  — a)  Vitamin  C-Re- 
aktion;  b)  Glutathion-Reaktion.  — Nach  Ries  (1937). 

mittel,  die  Silbernitratreaktion  verhindern  können.  Dazu  kann 
nach  Gibdud  und  Leblokd  u.  a.  auch  Glutathion  gehören.  Bekannt- 
lich wurde  mehrfach  von  verschiedenen  Forschern  vermutet,  daß 
Glutathion  und  Vitamin  C bestimmte  Redoxsysteme  darstellen 
könnten,  die  für  das  besondere  Redoxpotential  der  Zellen  von  Be- 
deutung sind.  Bei  einer  vergleichenden  Untersuchung  der  Entwick- 
lungsstadien verschiedener  mariner  Tiere  zeigte  sich  nun  die  auf- 
fällige Erscheinung,  daß  die  besonders  Vitamin-C-reichen  Eizellen 
von  Aplysia  allem  Anschein  nach  frei  von  Glutathion  sind,  während 
die  Vitamin-C-armen  Eizellen  der  Ringel würmer  Platynereis  und 
Chaetopterus  relativ  viel  Glutathion  enthalten.  Außerdem  ergab 
sich,  daß  Glutathion  gerade  dort  nachzuweisen  war,  wo  granulär 
gespeichertes  Vitamin  C fehlt  und  umgekehrt  (Abb.  33). 
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Trotz  dieser  Einschränkungen  haben  sich  doch  schon  sehr  bedeut- 
same biologische  Aufschlüsse  durch  die  Vitamin-C-Reaktion 
ergeben.  So  konnte  nicht  nur  der  normale  Vitamin-C- Gehalt  der  ver- 
schiedensten Gewebe  und  Organe  gekennzeichnet  werden  (vgl. 
Giroud  und  Leblond),  sondern  auch  in  geradezu  vorbildlicherweise 
die  Versorgung  der  Eizelle  und  des  Embryos  sowie  die  Beeinflussung 

dieser  V orgänge  durch  Skor- 
but (z.B.  beim  Meerschwein- 
chen), durch  Injektion  von 
Insulin  usw.,  weiterhin 
außerordentliche  Umstim- 
mungen im  Vitamin-C- Ge- 
halt verschiedener  Organe 
von  TonuTti  und  seinen 
Mitarbeitern  (1936/37)  auf- 
gezeigt werden  (vgl.  Abb. 
34 — 37).  Darüber  hinaus 
entwickelte  Tonutti  eine 
allgemeine  Arbeitstheorie, 
die  eine  klare  Deutung  der 
bisher  vorliegenden  Be- 
funde auf  histologischer 

Grundlage  gibt : Der  tieri- 
sche Organismus  ist  auf  einen  gewissen  Überschuß  in  der  Vita- 
min-C-Zufuhr  angewiesen.  Als  Speicherorgane  dienen  vor  allem 
die  Nebennierenrinde,  die  Deciduazellen  der  Placenta  und  die 

Hodenzwischenzellen  (Abb.  34).  Sobald  aber  durch  eine  Reiz- 

wirkung irgendwo  Synthesen  und  Aufbauprozesse  in  beliebigen 
Geweben  (endokrine  und  exokrine  Zellen,  bei  der  Bildung  von  Muskel- 
fibrillen, Knorpel  und  Knochensubstanz  usw.)  einsetzen,  erfolgt  dort 
durch  den  Golgiapparat  eine  starke  Beladung  mit  Vitamin  C,  woraus 
zu  schließen  ist,  daß  diese  Prozesse  eben  an  die  Anwesenheit  von 
Vitamin  C gebunden  sind,  und  dieses  vielleicht  ,,in  den  Atmungs- 
vorgang der  Zelle“  eingeschaltet  ist.  Letzteres  konnte  Szent  Gy- 
örgyi  für  die  Pflanzenzelle  schon  nach  weisen.  (Bei  einer  unveröffent- 
lichten Nachprüfung  dieser  Befunde  konnte  ich  allerdings  in  der 
Pankreaszelle  nach  Pilokarpinreizung  und  bei  der  Sekretrestitution 
keine  auch  nur  vorübergehende  Speieherung  von  Vitamin  C fest- 
stellen.) Der  Wechsel  im  Vitamin  C- Gehalt  kann  erstaunliche  Aus- 
maße erreichen:  Bei  Hingerichteten  z.  B.  kehrt  sich  das  Verhältnis  von 


Abb.  34.  Vitamin  C -Reaktion  in  der  Zona 
fascic.  der  Nebennierenrinde  eines  normalen 
Kaninchens.  — Orig,  von  E.  Tonutti. 
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Nebennierenrinde  zu  Nebennierenmark  geradezu  um,  wahrscheinlich 
infolge  der  durch  psychische  Erregung  ausgelösten  Adrenalinaus- 
schüttung ; während  normalerweise  die  Rindenzellen  sehr  viel  stärker 
beladen  sind,  erscheint  nun  fast  der  gesamte  Bestand  in  den  Markzellen, 
und  die  Rindenzellen  sind  nahezu  frei  (Abb.  35  u.  36).  In  ähnlicher 


Mark  Rinde 


Abb.  35.  Vitamin  C-Reaktion  in  der  Nebenniere  eines  33  jährigen  Hingerich- 
teten. Vitamin  C in  den  Markzellen,  Rindenzellen  frei.  Wahrscheinlich 
findet  infolge  des  psychischen  Aufruhrs  eine  erhöhte  Adrenalinausschüttung 
statt,  die  zu  einer  starken  Anreicherung  von  Vitamin  C in  den  Markzellen 
und  einer  Verarmung  der  normalerweise  Vitamin  C speichernden  Rinden  - 
zellen  führt  (vgl.  Abb.  36).  — Nach  E.  Tontjtti  (1937). 

Weise  erscheinen  auch  die  Geschlechtszellen  im  Hoden,  die  Schild- 
drüsenzellen und  andere  Gewebe,  die  sonst  arm  an  Vitamin  C sind, 
außerordentlich  stark  beladen.  - — In  ihrer  letzten  Arbeit  zeigten' 
Tonutti  und  Matzner  (1938),  daß  auch  die  Zellsysteme,  die  zu  der 
Beseitigung  abgestorbenen  Materials,  sei  es  durch  Phagocytose 
oder  durch  Bereitstellung  von  Fermenten,  beitragen,  in  stärkerem 
Maße  Vitamin  C auf  speichern.  Ja,  es  scheint  so,  als  ob  sich  mit 
dieser  Erscheinung  auch  das  von  klinischer  Seite  bei  der  Pneumonie 
festgestellte  Vitamin-C-Defizit  erklären  ließe.  (Als  letztes  Beispiel 
für  die  histophysiologische  Erfassung  von  Stoffwechselprozessen  mit 
Hilfe  der  Vitamin-C-Reaktion  sei  auf  Abb.  37  verwiesen). 

Ph.  Joyet-Lavergne  (1935—1937)  glaubt,  auch  Vitamin  A 
histochemisch  erfassen  zu  können,  und  zwar  mit  dem  Reagens  von 
Carr  und  Price,  das  ist  eine  Lösung  von  Antimontrichlorid  in  Chloro- 
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form.  Unter  Vitamin  A versteht  Joyet-Lavergne  in  Übereinstim- 
mung mit  Raotoin  und  Netter  (1934)  sowohl  das  eigentliche 
Vitamin  A (mit  der  Formel  C20H30O)  als  auch  die  Carotinoide  (mit 


Mark  Rinde 
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Abb.  36.  Vitamin  C-Reaktion  in  der  Nebenniere  von  Kaninchen.  — a ) Rinden- 
markgrenze bei  normalem  Tier:  Rinde  beladen,  Mark  unbeladen;  b)  Dieselbe 
Zone  aus  einem  Tier  nach  Splanchnicus-Reizung  in  Äther-Narkose:  Mark- 
aufladung! — Orig,  von  E.  Tonutti. 

der  Formel  C40H56),  da  auch  diese  Vitamin- A- Mangelkrankheiten 
beheben  können.  Das  Vitamin  A (bzw.  Carotin  und  Carotinoide) 
soll  nun  nach  zahlreichen  Untersuchungen  in  verschiedensten  Tier- 
und  Pflanzengruppen  regelmäßig  im  Chondriom  aller  Zellen  und  ,,dort , 
wo  ein  Nucleolus  vorhanden  ist“,  auch  in  diesem  Vorkommen. 
Daraus  sei  nun  zu  schließen,  daß  Vitamin  A ebenso  wie  Glutathion 
einen  normalen  „Bestandteil  der  Konstitution  des  Chondrioms“ 
darstelle.  Ein  Mangel  müsse  daher  alle  Gewebe,  vor  allem  aber  die 
stark  wachsenden  schädigen. 
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Abb.  37.  Vitamin  C-Ausscheidung  durch  die  Niere  nach  subcutaner  Injektion 
von  3 mg  Ascorbinsäure  in  weiße  Mäuse.  — a)  Granuläre  Beladung  der  Haupt- 
stückzellen bei  der  sehr  rasch,  überwiegend  im  Laufe  von  10  Minuten  bis 
l1/2  Stunden  nach  der  Injektion  erfolgenden  Elimination  von  Vitamin  C; 
b)  Eine  entsprechende  Stelle  bei  einer  Maus,  die  x/4  Stunde  nach  der  Vitamin-C- 
Injektion  in  eine  N2-Atmosphäre  kam  und  dort  erstickte.  Infolge  der  mangeln- 
den Sauerstoffzufuhr  unterbleibt  die  granuläre  Vitamin-C-Bindung.  und  die 
Ascorbinsäure  findet  sich  diffus  im  Zwischengewebe  zwischen  den  Nieren- 
kanälchen. — Nach  E.  Tonutti  (1937). 
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Ich  habe  nach  den  Angaben  von  Joyet-Lavergne  versucht, 
mit  Hilfe  des  Reagens  von  Carr  und  Prxce  (verschieden  lange  Ein- 
wirkung konzentrierter  und  verdünnter  Antimontrichloridlösungen) 
Vitamin  A in  verschiedenen  Eizellen  wirbelloser  Tiere  nachzuweisen, 
ohne  jedoch  die  Befunde  von  Joyet-Lavergne  bestätigen  zu  können. 
Nur  dort,  wo  relativ  große  Mengen  von  Carotinoiden  vorhanden  sind, 
wie  z.  B.  manchmal  im  vegetativen  Material  der  Eier  von  Aplysia, 
war  eine  deutliche  Reaktion  vorhanden.  Dagegen  reagierten  die 
Mitochondrien  in  keinem  Falle  positiv.  Andererseits  gilt  Chloroform 
allgemein  gerade  als  der  stärkste  Zerstörer  der  Mitochondrien.  Daher 
erscheint  ein  Ausbau  dieser  Nachweismethode  (bzw.  eine  weitere 
Nachprüfung  der  Befunde)  erforderlich,  bevor  sie  weiterhin  für 
cytologische  Zwecke  empfohlen  werden  kann. 

Nach  Beginn  der  Drucklegung  erschien  eine  weitere  Mitteilung  von  Ph. 
Joyet-Lavergne  über  die  Technik  des  Vitamin-A-Nachweises,  nach  der  die 
unmittelbare  Anwendung  des  Reagens  von  Carr  und  Price  nur  für  stark 
wasserarme  Zelltypen  (getrocknete  Pollenkörner  usw.)  zu  empfehlen  ist. 
Wasserreiche  Gewebe  sollen  in  Formol-Ringer  (15  : 85)  zu  fixieren  sein  und 
sind  darauf  entweder  in  Alkoholstufen  zu  entwässern,  bzw.  für  Schnitt- 
präparate kann  mit  Paraffin  in  üblicher  Weise  vorgegangen  werden.  Die 
Schnitte  kommen  dann  in  das  Reagens  von  Carr  und  Price. 

10.  Histochemische  Mikrotitrationsmethoden. 

Sehr  wesentliche  Fortschritte  der  Histochemie  ergaben  sich  in 
letzter  Zeit  durch  die  Mikrobestimmungsmethoden  von  K.  Linder- 
str0m-Lang,  H.  Holter  und  ihren  Mitarbeitern.  Sie  ermöglichen, 
mit  sehr  kleinen  Mengen  von  Fermenten  (Peptidase,  Proteasen, 
Urease,  Saccharase,  Maltase,  Amylase  und  Lipase)  sowie  anderen 
organischen  und  auch  anorganischen  Substanzen  quantitative  Be- 
stimmungen durchzuführen  und  sie  dabei  histologisch  zu  lokali- 
sieren. Als  Beispiel  für  die  Untersuchungstechnik  mag  hier  nur  die 
Salzsäure-  und  Pepsinbestimmung  in  verschiedenen 
Magenabschnitten  dienen: 

Aus  verschiedenen  Abschnitten  (Cardia,  Fundus  und  Pylorus) 
der  gefrorenen  Magenschleimhaut  werden  kleine  Zylinder  ausge- 
stanzt (Durchmesser  2,5  mm,  Höhe  25 — 50  ju)  und  auf  dem 
Gefriermikrotom  in  Scheiben  zerlegt.  Von  diesen  Scheibchen, 
deren  zelliger  Aufbau  durch  Vergleich  mit  Schnittbildern  aus  der- 
selben Region  bekannt  ist,  werden  Extrakte  hergestellt  und  an 
ihnen  Reaktionen  auf  HCl  und  Pepsin  durchgeführt.  Die  Titra- 
tionen erfolgen  in  winzigen  Reagenzgläschen;  mit  Hilfe  von  sehr 


Stoffwechseluntersuchungen  an  Geweben 


209 


genau  geeichten  Capillarbüretten  werden  die  Reagenzien  zugeführt. 
Die  Mischung  der  Flüssigkeiten  geschieht  durch  kleine  verschlossene 
Glascapillaren  von  1 — 1,5  mm  Länge,  die  mit  Ferrum  reductum 
gefüllt  sind  und  durch  einen  periodisch  ausschaltbaren  Elektro- 
magneten in  die  Höhe  gehoben  werden  können. 

Durch  diese  Versuchsanordnung  war  es  möglich,  die  bisher  nur  aus 
färberischen  Befunden  erschlossene  Salzsäurebildung  der  Belegzellen 
sowie  die  Pepsinbildung  der  Hauptzellen  topographisch  und  sta- 
tistisch kurvenmäßig  zu  beweisen. 

Besonders  bedeutsam  erscheinen  auch  die  Versuche  von  H.  Holtee 
(1936)  über  die  Verteilung  der  Peptidase  in  den  Eiern  von 
Arbacia,  Echinarachnius  und  Chaetopterus.  Die  Cytoplasmabestand- 
teile der  Eizellen  wurden  durch  Zentrifugieren  mit  hohen  Touren- 
zahlen geschichtet,  wobei  vielfach  eine  Zweiteilung  der  Eizellen  ent- 
sprechend der  Schichtung  erfolgte.  Die  Analyse  des  Peptidase- 
gehaltes  beider  Hälften  mit  Hilfe  von  Mikrotitrationsmethoden 
ergab,  daß  dieses  Ferment  im  Grundplasma  vorkommt  und  nicht  an 
geformte  Zellbestandteile  gebunden  ist. 

Mit  Hilfe  des  Mikromanipulators  hat  weiterhin  K.  Likderstrom- 
Laeg  (1933)  die  Eier  des  Echinodermen  Dendraster  excentricus 
halbiert.  Die  eine  Hälfte  enthielt  den  hier  exzentrisch  gelegenen 
Kern.  Eine  Bestimmung  des  Peptidasegehaltes  ergab,  daß  „der 
Einfluß  des  Kernes  auf  die  Peptidasewirkung,  wenn  überhaupt  vor- 
handen, gering  sein  müsse“  (H.  Holter  1936).  Doch  handelte  es 
sich  in  allen  Versuchen  um  Eizellen  nach  Ablauf  der  Reifeteilungen, 
nachdem  also  der  Inhalt  des  typischen  Ruhekernes  sich  schon  weit- 
gehend mit  dem  Plasma  gemischt  hatte.  Deswegen  wurde  später- 
hin auch  noch  bei  Amoeba  proteus  der  Peptidasegehalt  von  normalen 
Tieren  und  solchen,  deren  Kern  mit  Hilfe  des  Mikromanipulators 
exstirpiert  worden  war,  verglichen;  jedoch  ließen  sich  auch  hier  keine 
Unterschiede  feststellen. 


Kapitel  VII 

Stoffwechseluntersuchungen  an  Geweben 

Es  handelt  sich  bei  den  hier  zu  besprechenden  Untersuchungen 
nicht  um  histochemische  Methoden,  weil  sie  keine  genaue  Lokali- 
sierung der  betreffenden  Prozesse  in  den  Histosystemen  zulassen. 
Aber  sie  dienen  in  hervorragender  Weise  der  physiologischen  Kenn- 
zeichnung bestimmter  Gewebstypen. 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II 
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Um  den  Stoffwechsel  und  Gasaustausch  der  Gewebe  zu  verfolgen, 
sind  von  vornherein  mehrere  Wege  möglich.  Einmal  können  die 
chemischen  Veränderungen  in  Lösungen  nach  Durch- 
strömen ganzer  Organe  festgestellt,  oder  es  kann  auch  der 
Gaswechsel  ganzer  überlebender  Organe  oder  größerer  Organteile 
manometrisch  gemessen  werden.  Nicht  immer  werden  diese 
Methoden  Rückschlüsse  auf  ein  bestimmtes  Gewebe  zulassen,  wie 
etwa  dann,  wenn  ein  Organ  überwiegend  aus  nur  einem  Zelltyp  auf- 
gebaut wird  (vgl.  z.  B.  die  Messung  des  respiratorischen  Quotienten 
von  Teilen  des  Mäusepankreas  auf  verschiedenen  Stadien  nach 
Pilocarpingaben  mit  Hilfe  des  Krügerschen  Mikrorespirometers 
durch  van  Weel,  s.  S.  287).  Geeigneter  für  solche  Untersuchungen 
sind  Reinkulturen  bestimmter  Zelltypen  in  vitro.  Allerdings  muß 
nun  hierbei  wieder  in  Kauf  genommen  werden,  daß  in  der  Kultur 
besondere  Anpassungen  an  die  vorliegenden  Lebensbedingungen 
vielfach  andere  Stoffwechselerscheinungen  als  in  vivo  im  Verbände 
des  Organs  zur  Folge  haben  könnten.  Die  Gewebekultur  bietet  aber 
andererseits  den  unbestreitbaren  Vorteil  einer  dauernden  Kontrolle 
der  Vitalität.  Für  manche  Untersuchungen  ist  es  auch  wertvoll, 
daß  solche  Messungen  hier  unter  optimalen  Wachstumsbedingungen 
ausgeführt  werden  können.  Eine  Fülle  von  aufschlußreichen  Angaben 
über  Sauerstoffverbrauch,  respiratorischen  Quotienten,  Glykolyse  usw. 
unter  aeroben  und  anaeroben  Bedingungen  sind  auf  diese  Weise  ver- 
gleichend an  normalen  Geweben  und  Krebszellen  gewonnen  worden. 

Am  meisten  wurde  in  den  letzten  Jahren  aber  wohl  die  von 
0.  Wahburg-  eingeführte  Methode  der  Messung  des  Stoff- 
wechsels an  Organschnitten  ausgebaut.  Von  dem  frisch  ent- 
nommenen Organ  werden  etwa  0,1  mm  dicke  Schnitte  mit  dem 
Rasiermesser  hergestellt  und  dann  der  Gas-  und  Stoffwechsel  dieser 
Schnitte  in  einer  geeigneten  Suspensionsflüssigkeit  (Serum,  Tyrode- 
lösung usw.)  chemisch  bzw.  manometrisch  festgestellt.  Nach  den 
bisherigen  Erfahrungen  entsprechen  die  so  gewonnenen  Werte  den 
Verhältnissen  im  ganzen  Organ.  Der  Vorzug  dieser  Methode  ist, 
daß  man  mit  sehr  kleinen  Gewebemengen  auskommt.  Außerdem 
ist  der  Diffusionsweg  der  Lösung  zu  den  tätigen  Strukturen  sehr 
verkürzt,  was  vielfach  auch  sehr  bedeutsam  ist.  Bei  der  Messung 
des  Stoffumsatzes  wird  nämlich  der  gefundene  Wert  auf  die  Ge- 
wichtseinheit des  Gewebes  bezogen.  Ist  nun  das  Gewebe  zu  dick, 
so  ist  infolge  Fehlens  einer  normalen  Durchblutung  das  Verhältnis 
zwischen  tätigen  und  untätigen  Gewebeteilen  (die  infolge  zu  lang- 
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samer  Diffusion  aus  dem  zu  untersuchenden  Prozeß  ausgeschaltet 
sind)  nicht  zu  übersehen,  und  die  Resultate  sind  dann  quantitativ 
nicht  verwertbar.  (Auch  unter  physiologischen  Bedingungen  ist  der 
Diffusionsweg  mitunter  bedeutungsvoll,  so  bei  massigen  Organismen 
ohne  besonderen  Durchblutungsmechanismus  vor  allem  bei  ver- 
minderter Sauerstoffspannung,  wie  u.  a.  Harnisch  manometrisch 
feststellen  konnte.)  Bei  der  Warburgschen  Schnittmethode  aber 
läßt  sich  schließlich  eine  Schnittdicke  ermitteln,  bei  welcher  der 
infolge  Diffusionsschwierigkeiten  von  der  Funktion  ausgeschaltete 
Gewebsanteil  verschwindet,  und  es  werden  dann  innerhalb  der 
Fehlergrenzen  konstante  und  typische  Atmungsgrößen  gefunden. 
Die  obere  Grenze  dieser  Schnittdicke  bezeichnete  Warbtjrg  als 
Grenzschnittdicke.  Sie  muß  zunächst  bestimmt  und  eingehalten 
werden  (wegen  der  Technik  sei  auf  H.  A.  Krebs  1928  verwiesen). 
Bei  der  Leber  muß  der  Schnitt  auf  Grund  einer  Berechnung  nach 
der  Formel  von  Warburg  und  Angaben  von  A.  Krogh  über  die 
Diffusion  bei  Atmung  in  reinem  Sauerstoff  dünner  als  0,47  mm  und 
in  Luft  dünner  als  0,21  mm  Sein,  wenn  er  in  allen  seinen  Teilen 
gleichmäßig  atmen  soll.  Diese  Werte  konnten  durch  Versuche  be- 
stätigt werden. 

Die  Verfälschung  der  Werte  durch  die  beim  Schneiden  verletzten 
Zellen  soll  gering  sein,  da  die  aus  diesen  austretenden  „löslichen 
Zellbestandteile,  Fermente  und  Substrate  enorm  verdünnt  werden 
und  ihre  Wirksamkeit  verlieren“  (H.  Gaffron  1936). 

Besonders  eingehend  hat  DruckrEy  (1935)  den  Stoffwechsel 
geschädigter  Gewebe  mit  Hilfe  der  Organschnittmethode  unter- 
sucht. Er  kommt  zu  dem  Schluß,  daß  verschiedenartige  Schädi- 
gungen ganz  gleichmäßig  zu  einer  sehr  hohen  aeroben  Glykolyse 
führen.  So  kann  auch  die  sog.  „anaerobe  Glykolyse“  der  Batten- 
leber bei  2 °/0  02  nicht  ohne  weiteres  als  Stoffwechselfunktion  be- 
trachtet werden,  sondern  sie  ist  eine  Folge  des  unter  diesen  Be- 
dingungen sehr  rasch  eintretenden  Absterbens  der  Leberzellen. 
Drtjckrey  faßt  den  Geschwulststoffwechsel  mit  seinen  meist  hohen 
Glykolysewerten  geradezu  als  den  Spezialfall  eines  „Schädigungs- 
stoffwechsels“ auf,  da  in  den  Geschwülsten  regelmäßig  viele  zugrunde 
gehende  Zellen  vorhanden  sind.  Erstes  Kennzeichen  einer  Schädi- 
gung ist  Steigerung  des  02- Verbrauches  und  vor  allem  der  C02- 
Abscheidung.  Dann  erst  erfolgt  der  Abfall  der  Atmungsprozesse, 
wahrscheinlich  weniger  infolge  stofflicher  als  struktureller  Verände- 
rungen des  absterbenden  Gewebes. 
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Kapitel  VIII 

Elektrometrie 

Histophysiologisch  erscheint  vor  allem  die  elektrometrische  Feststellung 
von  Potentialen  und  Potentialdifferenzen  von  Bedeutung,  während  Messungen 
von  Widerständen,  elektromotorischen  Kräften,  Stromstärken  und  Kapa- 
zitäten im  allgemeinen  nur  begrenztere  Beziehungen  zur  Histophysiologie 
haben.  So  soll,  um  nur  ein  Beispiel  hier  anzuführen,  der  Pol arisations wider- 
stand gegenüber  physiologischen  Flüssigkeiten  bei  Tumoren  nach  N.  Water - 
man  minimal  sein  (zit.  nach  S.  L.  Malowan).  Auch  können  Aktions- 
strommessungen, wie  sie  vor  allem  in  der  Reizphysiologie  eine  so  bedeutsame 
Rolle  spielen,  hier  nicht  berücksichtigt  werden.  Es  handelt  sich  also  in  erster 
Linie  um  elektrostatische  Messungen,  und  zwar  kann  sowohl  das  Potential 
der  Oberfläche  eines  Histosystems  gegen  das  Medium  als  auch  die  Spannung 
zwischen  den  in  den  Histosystemen  befindlichen  Strukturen  und  schüeßlich 
auch  die  Potentialdifferenz  zwischen  den  Polen  eines  Systems  gemessen 
werden.  Die  größte  Schwierigkeit  besteht  darin,  genügend  feine  unpolarisier- 
bare  Mikroelektroden  und  ein  entsprechend  empfindliches  und  abgeschirmtes 
Meßinstrument  zu  konstruieren.  Wegen  der  theoretischen  Grundlagen  der 
Elektrometrie  und  einer  eingehenderen  Beschreibung  der  Apparatur  sei  vor 
allem  auf  G.  Ettisch  (1928)  verwiesen. 

Besonders  feine  und  wohl  auch  brauchbare  Mikroelektroden  zur  Messung 
von  pH  und  rH  winziger  Substanzmengen,  die  modifizierte  unpolarisierbare 
Mikroelektroden  nach  Bodine  und  Fink  bzw.  Ettisch  und  Peterfi  dar- 
stellen, beschreibt  neuerdings  u.  a.  Dorfman  (1936).  H.  B.  Steinbach 
(1933)  benutzte  eine  besondere  Versuchsanordnung,  um  elektrische  Potential- 
differenzen in  der  Froschhaut  zu  messen : Lebende  Haut  wird  als  Diaphragma 
zwischen  zwei  Lösungen  gespannt ; darauf  werden  die  Potentiale  von  Haut  zu 
Lösung  und  Lösung  zu  Lösung  gemessen.  Die  Summe  ergibt  dann  das  totale 
Potential  der  Haut.  So  läßt  sich  natürlich  auch  der  Einfluß  von  verschiedenen 
Salzen,  Konzentrationen  usw.  je  nach  Einwirkung  von  außen  oder  innen 
feststellen. 

Durch  die  Wanderung  in  einer  Kataphoresekammer  bzw.  vor 
allem  durch  die  Ablenkung  absinkender  Systeme  in  einer  vertikalen 
Kataphoresekammer  kann  das  elektrokinetische  Potential 
(Zetapotential)  bestimmt  werden  (Technik  s.  bei  K.  Dan  [1933] 
und  D.  L.  Rubinstein  [1934]).  So  haben  vor  allem  K.  Dan 
(1933/34)  und  V.  D.  Uspenskaja  (1935),  letztere  mit  Hilfe  der 
vertikalen  Kataphoresekammer  von  Rubinstein',  die  Veränderung 
von  Eizellen  nach  Entfernung  der  Gallerthülle,  nach  Befruchtung 
und  Abtötung  untersucht.  Dan  findet  bei  Cumingia-JÜtiem  mit  und 
ohne  Gallerthülle  recht  ähnliche  Werte  — 34,1  bzw.  — 28,8  Millivolt. 
Noch  geringere  Unterschiede  stellte  er  bei  Asterias  fest  ( — 19,0 
bzw.  19,9);  auch  durch  Hitze  abgetötete  Asterias^Eiei  wiesen  den- 
selben Wert  ( — 19,0)  auf.  Bei  Cerebratulus  muß  das  Chorion  ein 
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negatives  Potential  besitzen,  denn  die  Eier  wandern  innerhalb 
des  Chorions  kathodisch.  Auch  die  Eier  von  Arbacia  nehmen 
in  der  Kataphoresekammer  eine  exzentrische  Lage  innerhalb  der 
Befruchtungsmembran  ein,  die  jedoch  keine  Beziehung  zur  Eiachse 
erkennen  läßt.  Die  Eizelle  legt  sich  der  anodischen  Seite  der  Be- 
fruchtungsmembran an.  Ihr  Potential  ist  höher  als  das  der  Membran. 
Die  Unterschiede  im  Verhalten  unbefruchteter  und  befruchteter 
Eier  sollen  wahrscheinlich  auf  solche  der  Membran  zurückzuführen 
sein.  V.  D.  Uspenskaja  (1935)  stellte  bei  Strongylocentrotus 
fest,  ,,daß  bei  einem  und  demselben  Gradienten  des  äußeren 
Feldes“  die  Geschwindigkeit  der  befruchteten  Eier  im  Vergleich  zu 
der  der  unbefruchteten  um  20 — 25 % herabgesetzt  ist.  Dabei  soll 
die  Befruchtungsmembran  ohne  nennenswertes  elektrokinetisches 
Potential  sein,  jedoch  als  „ungeladene  poröse  Hülle“  die  Kata- 
phoresegeschwindigkeit  verringern. 

Durch  direkte  Potentialmessungen  mit  der  Platinelektrode 
fand  dagegen  P.  Reiss  (1934)  bei  Paracentrotus  eine  Erniedrigung  des 
Potentials  von  + 240  auf  + 200  Millivolt  im  Laufe  von  einer  Viertel- 
stunde nach  der  Befruchtung.  Auch  j ede  Blastomerenteilung  war  durch 
einen  Abfall  von  2 — 10  Millivolt  gekennzeichnet  (vgl.  dazu  auch  Tab.  4). 

F.  Buchthae  und  T.  Peterfi  (1937)  stellten  bei  Amoeben  von 
positiv  bis  zu  negativ  wechselnde  Potentialdifferenzen  gegenüber  Agar 
bzw.  Kulturflüssigkeit  fest.  Durch  Cyankalium  ließen  sich  rever- 
sible Unterbrechungen  erzielen,  Verstärkungen  des  Potentials  durch 
Injektion  hyper-  oder  hypotonischer  Lösungen,  Abnahme  durch 
Temperatursteigerung,  Erhöhung  durch  Temperaturerniedrigung 
(vgl.  dazu  auch  G.  Ettisch,  1928).  In  entsprechenden  Modellver- 
suchen reagierten  Agar  oder  tote  Zellen  gleichsinnig,  aber  4 mal  so 
schnell  [dagegen  fanden  J.  Gicklhorn  und  E.  Dejdar  (1931)  bei 
in  heißem  Wasser  abgetöten  Amoeben  keine  Potentialdifferenzen]. 

Verschiedentlich  wurden  auch  Messungen  an  Nerven-  und  Muskel- 
zellen vorgenommen  (vgl.  verschiedene  Arbeiten  von  T.  Peterfi 
und  Mitarbeitern).  Relativ  häufig  wurde  auch  das  Potential  der 
Haut  gemessen.  R.  Keller  (1931)  versucht  u.  a.  die  gerichtete 
Wasserbewegung  auf  die  Potentialdifferenz  von  innen  zu  außen 
zurückzuführen  (die  äußere  Oberfläche  ist  positiv  gegen  Wasser,  die 
innere  dagegen  negativ).  — (Wegen  der  Potentiale  im  Magendarmkanal 
vgl.  weiterhin  R.  Keller  [1932]  und  L.  Nistler  [1933].)  — Tumor- 
gewebe weist  nach  R.  Bierich  und  A.  Lantg-  (1936)  kein  besonderes, 
charakteristisches  Potential  im  Vergleich  mit  normalem  Gewebe  auf. 
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Von  Bedeutung  sind  natürlich  nicht  nur  Messungen  des  Potentials 
zwischen  dem  lebenden  System  und  seiner  Umgebung,  sondern  auch 
solche  des  Milieus,  in  dem  die  Gewebe  leben.  So  konnten  R.  E. 
Havard  und  L.  P.  Kekdall  (1934)  bei  Gewebekulturen  durch 
einen  Stickstoff  ström  mit  regulierbarem  02- Gehalt  ganz  verschiedene 
Redoxpotentiale  im  Milieu  (zwischen  -f-  300  bis  — 100  Millivolt) 
erzeugen.  Zwischen  -f  20  bis  — 30  Millivolt  stellten  sie  dabei  einen 
Stillstand  der  Mitosen  fest.  P.  Reiss  fand  bei  Seeigeleiern,  daß  die 
obere  kritische  Grenze  (durch  Zusatz  von  Oxydationsmitteln)  der 
Entwicklung  bei  + 700  Millivolt  liegt,  während  unterhalb  von 
180 Millivolt  (Oa-Mangel  unter  Luftabschluß)  das  latente  Leben  beginnt 
(normales  Seewasser  weist  ein  Potential  von  + 250  Millivolt  auf). 

Durch  Schädigungen  und  vor  allem  durch  Narkose  scheinen 
Gewebspotentiale  in  charakteristischer  Weise  verändert  zu  werden. 
H.  Stedebach  (1933)  untersuchte  die  Schädigungspotentiale  im 
Schließmuskel  von  Pecten.  I.  Schorstein  (1933)  stellte  an  Fisch- 
kiemen in  Narkose  eine  Verringerung  der  Potentialdifferenz  gegen 
Wasser  fest  (von  16,5  Millivolt  auf  3 — 6 Millivolt) ; ebenso  wurde  dabei 
die  Reduktionsfähigkeit  gegenüber  AgNOs  an  abgeschnittenen  Sala- 
manderkiemen verringert  (vgl.  weiterhin  auch  Wertheimer,  s.  S.  57). 

Histophysiologisch  erscheinen  besonders  die  Versuche  wesentlich, 
welche  Befunde  bei  der  vitalen  Färbung  zu  den  elektro- 
metrisch  feststellbaren  Werten  in  Beziehung  bringen.  So 
hat  z.  B.  Dejdar  (1931)  das  Potential  der  Kiemen  des  Axolotls 
gemessen,  da  sie  sich  in  ähnlicher  Weise  wie  die  Kiemensäckchen 
von  Daphnia  vitalfärberisch  hervorheben  lassen  und  leichter  als 
die  Kiemensäckchen  von  Daphnia  Potentialmessungen  zugänglich 
sind  (vgl.  S.  84).  Die  Kiemensäckchen  verhalten  sich  gegenüber 
Wasser  stets  negativ  (12 — 20  Millivolt),  während  der  Kiemenstamm 
mitunter  sogar  positiv  reagiert.  Der  Unterschied  zwischen  Kiemen- 
stamm und  -blättchen  beträgt  durchschnittlich  15  Millivolt. 

Entwicklungsphysiologisch  sind  vor  allem  die  Arbeiten  von  W.  A. 
Dorfman  besonders  interessant,  da  in  ihnen  auch  die  Beziehungen 
zu  den  vitalfärberisch  in  Erscheinung  tretenden  Sonderungsprozessen 
erörtert  werden.  Bei  den  Amphibien  zeigt  das  Eiprotoplasma  eine 
negative  Ladung  gegenüber  dem  Milieu.  Es  besteht  ein  Potential- 
gradient in  der  polaren  Achse,  vielleicht  auch  noch  in  anderen  Achsen. 
Bei  Rana  temporaria  und  R.  arvali§  ist  der  vegetative  Pol  negativ 
gegenüber  dem  animalen,  während  R.  esculenta  sich  gerade  um- 
gekehrt verhält.  Bei  R.  temporaria  und  R.  arvalis  tritt  nach  der 
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Befruchtung  eine  Umkehr  der  elektrischen  Polarität  ein,  und  dann 
bleibt  während  der  weiteren  Entwicklung  das  Potential  mehr  oder 
minder  konstant.  Allem  Anschein  nach  wirken  Äther  und  destilliertes 
Wasser  ähnlich  auf  die  elektrostatischen  Verhältnisse  ein.  In  einer 
neueren  Arbeit  (1936)  stellte  Dorfmajst  bei  R.  temporarm-Eiern 
vergleichend  die  Redoxpolarität  und  die  bioelektrostatische  Polarität 
fest  mit  Hilfe  der  Mikroelektroden  nach  Dorfmajst  bzw.  durch  ein- 
gestochene platinierte  Glaselektroden  und  Calomelelektroden.  Nach 
diesen  Versuchen  scheinen  Redoxpolarität  und  bioelektro- 
statische Polarität  einander  entgegengesetzt  gerichtet  zu  sein. 
Die  nach  Vitalfärbungs versuchen  (vgl.  Arbeiten  von  Spek  an  anderen 
Organismen)  alkalische  animale  Hälfte  des  Eies  hat  ein  stärker 
negatives  Reduktionspotential  als  die  saure  vegetative,  obgleich 
die  rH-Werte  an  beiden  Polen  praktisch  zusammenfallen. 

Nach  diesen  Versuchen  hat  es  den  Anschein,  als  ob  beide  Po- 
tentiale nicht  ohne  weiteres  zu  identifizieren  seien.  Der  mittlere 
Unterschied  in  bezug  auf  das  aerobe  Reduktionspotential  zwischen 
beiden  Hemisphären  beträgt  im  reifen  unbefruchteten  Ei  von  R. 
temforaria  etwa  46  Millivolt  (im  Mittel  am  vegetativen  Pol  + 262  und 
am  animalen  + 216  Millivolt).  Das  pH  am  vegetativen  Pol  liegt  dem 
des  reinen  Dotters  näher  als  am  animalen,  und  zwar  ist  die  mittlere 
Differenz  0,54  (vegetatives  Material  5,64;  animales  6,18).  (Aller- 
dings wurden  diese  Werte  an  ,, expipettiertem4 4 Material  erhalten.) 
Aus  diesen  Werten  ließ  sich  das  rH  = 20,2  für  den  vegetativen  und 
rH  = 19,8  für  den  animalen  Pol  berechnen.  Die  außerordentliche 
Bedeutung  dieser  Experimente  für  den  Ausbau  der  vitalfärberischen 
Untersuchungen  ist  offensichtlich.  Es  ist  wünschenswert,  sie  auf 
weiteres  Material  auszudehnen  und  dabei  auch  das  Verhalten  bei 
der  vitalen  Färbung  zu  berücksichtigen,  sowie  sie  darüber  hinaus 
entwicklungsphysiologisch  noch  auszubauen.  So  scheinen  z.  B.  bei 
der  experimentellen  Exogastrulation  durch  Lithium  bei  Seeigeln 
gewisse  rH-Unterschiede  aufzutreten,  die  vielleicht  einer  weiteren 
Analyse  zugänglich  sind  (vgl.  S.  Ranzi  und  M.  Faekenheim  1937). 
Dorfmar  vermutet,  daß  dabei  die  bioelektrischen  Zellpotentiale 
durch  Ionen-bildende  Stoffwechselprozesse  bedingt  sind,  und  mithin 
die  Stoffwechselprozesse  an  den  beiden  Polen  des  Eies  verschieden- 
artig sein  müssen  bzw.  verschiedenes  Ausmaß  haben.  Nach  einer 
Berechnung  würde  schon  ein  Unterschied  hinsichtlich  der  Atmungs- 
wärme von  2 °/0  beim  Froschei  ausreichend  sein,  um  das  gemessene 
Potential  zu  erklären. 


II.  Teil 


Differenzierung,  Verhalten  und  Eigen- 
schaften der  Histosysteme  in  vivo  und  in  vitro 

Kapitel  IX 

Die  einfachen  Histosysteme 
Zelle,  Zellorganelle  und  Zelldifferenzierungen 

1.  Allgemeine  Bemerkungen  zur  Organisation  der  höheren 

Organismen 

Kennzeichnend  für  die  Lebewesen  ist  ihre  Organisation.  Daher 
ist  immer  wieder  der  Gedanke  verfolgt  worden,  daß  die  Lebens- 
äußerungen  auf  der  besonderen  Organisation  beruhen  müßten.  Da- 
bei spielte  die  Frage  nach  der  kleinsten  „lebendigen“  Einheit  stets 
eine  große  Rolle.  Wegen  ihres  zunächst  noch  rein  spekulativen 
Charakters  wollen  wir  sie  hier  nicht  noch  einmal  aufrollen  (s.  auch 
S.  303)  und  ebenso  die  „Kernfrage“  der  Bakterien  und  Cyanophyceen 
unberücksichtigt  lassen.  Dagegen  erscheint  das  Problem  eines 
stufenweisen  Aufbaues  des  Gesamtorganismus  sowie  des  Vorkommens 
kleinerer  Partialsysteme  mit  Teilfunktionen  in  und  außer  den  Zellen 
von  großem  histophysiologischem  Interesse. 

Zweifellos  stellt  die  Zelle  das  Bauelement  dar,  von  dem  die  Ent- 
wicklung des  Individuums  ausgeht  und  von  dem  aus  auch  meist 
der  definitive  Aufbau  zu  begreifen  ist.  Die  Frage  nach  auch  morpho- 
logisch abgrenzbaren  Zellterritorien  erscheint  histophysiologisch 
wohl  nicht  von  der  Bedeutung,  die  ihr  vielfach  rein  morphologisch 
eingestellte  Histologen  beigelegt  haben  (vgl.  u.  a.  die  Arbeiten  von 
Rhode  und  Katznhlson  über  den  plasmodialen  oder  syncytialen 
Ursprung  der  Zellen  usw.).  Im  übrigen  haben  wir  gelernt,  daß  be- 
sondere Permeabilitätsverhältnisse  keineswegs  immer  an  die  Erschei- 
nung einer  auch  morphologisch  ef kennbaren  „Membran“  gebunden 
sein  müssen. 
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Soweit  wir  heute  den  Aufbau  der  Zelle  übersehen  können,  gehören 
zur  Zelle  nicht  nur  eine  „Portion“  Plasma  und  ein  Kern,  sondern 
auch  Plasmastrukturen  wie  z.  B.  Mitochondrien,  in  vielen  Fällen 
Centriole,  sogenannte  Golgielemente,  Lipochondrien  usw.  Von  diesen 
Gebilden  sind  die  vorübergehenden  Zellstrukturen,  die  mit  dem 
Stoffwechsel  der  Zelle  kommen  und  vergehen  können,  und  die  daher 
zum  Paraplasma  oder  Metaplasma  (Haustein')  gehören,  zu  unter- 
unterscheiden. Sie  sind  meistens  durch  ihren  Reichtum  an  Ernäh- 
rungsstoffen oder  Stoffwechselendprodukten  gekennzeichnet  und 
stellen  daher  sogenannte  „ergastische  Bildungen“  wie  Dotterschollen, 
Glycogenablagerungen,  Fetttröpfchen,  Pigmente,  Sekrete  und  Ex- 
krete  usw.  dar  Die  Zellorganellen  dagegen,  die  zwar  vorübergehend 
paraplasmatisches  und  ergastisches  Material  aufspeichern  und  dabei 
teilweise  auch  verbraucht  werden  können,  gehören  im  Gegensatz  zum 
Paraplasma  zum  Bestand  einer  fortpflanzungsfähigen  Zelle,  da  sie 
sich  stets  durch  Wachstum  und  Teilung  von  ihresgleichen  ableiten 
lassen.  Von  G.  Hertwig  (1929)  u.  a.  werden  sie  daher  zum  „Teil- 
körper-Material“ der  Zelle  gerechnet,  das  durch  die  „Proto- 
meren“  repräsentiert  wird. 

Von  verschiedener  Seite  wird  vor  allem  den  Zellorganellen  eine 
Art  „besonderer  und  eigener  Lebendigkeit“  oder  doch  zumindest 
eine  ganz  ausgeprägte  Autonomie  im  Grundplasma  zugestanden. 
So  gelten  sie  vielen  als  „Bildner“  der  cytoplasma  tischen  Differen- 
zierungen und  Zellprodukte.  Auf  die  Frage  eines  besonderen  „Eigen- 
lebens“ sei  hier  nicht  näher  eingegangen,  da  wir  sie  noch  nicht  ex- 
perimentell analysieren  können  und  somit  zunächst  nur  noch  der 
Gefahr  von  Definitionsstreitereien  verfallen  würden.  Mehr  als  Kurio- 
sum sei  hier  erwähnt,  daß  Portier  Mitochondrien  auf  Nährböden 
ähnlich  wie  Bakterien  züchten  zu  können  vermeinte  und  daraus 
gleich  schloß,  die  Mitochondrien  seien  symbiontische  Mikroorganis- 
men der  Zellen.  Auch  Wallin  hat  diese  These  in  verschiedenen 
Untersuchungen  vertreten.  Weiterhin  berichtete  Pierantoni  über 
die  Züchtung  von  Zellstrukturen,  so  beschreibt  er  die  Teilung  und 
Vermehrung  von  Dotterplättchen  aus  Embryonen  von  Amphibien 
usw.  auf  Agar-Nährböden  (für  eine  ausführliche  Diskussion  dieser 
Fragen  sei  auf  P.  Büchner,  1930,  verwiesen). 

Aber  auch  die  Tatsache,  daß  Zellorganellen  imstande  sind,  zu  wach- 
sen, sich  zu  teilen,  bestimmte  Stoffe  anzureichern  oder  in  ihrem  Innern 
entstehen  zu  lassen,  ist  kein  Beweis  für  ihr  „besonderes  Eigenleben“, 
sondern  läßt  sich  ohne  Annahme  „eigener  Vitalität“  chemisch- 
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physikalisch  erklären,  wenn  man  bedenkt,  daß  diese  Strukturen 
Phasen  mit  ganz  anderen  Löslichkeits-  und  Adsorptionsverhältnissen 
sowie  ganz  anderen  elektrostatischen  Eigenschaften  im  Grundplasma 
darstellen,  die  deswegen  bestimmte  Stoffe  aus  dem  Hyaloplasma 
ausziehen,  anreichern  und  mit  anderen  Substanzen  zur  Reaktion 
kommen  lassen  können  und  so  einen  eigenen  Stoffwechsel,  Wachs- 
tum und  Teilung  aus  „eigener  Kraft“  nur  Vortäuschen.  So  faßt 
Ries  die  Lipochondrien  als  Komplexkoazervatsysteme  auf,  die  so- 
wohl wasser-  als  auch  lipoidlösliche  saure  und  basische  Stoffe  anzu- 
reichern vermögen  (vgl.  S.  45). 

Außerdem  aber  zeichnen  sich  viele  Zellen  und  Gewebe  vorüber- 
gehend oder  dauernd  durch  besondere  Plasmaderivate  oder  Diffe- 
renzierungen der  zwischenzelligen  Grundsubstanz  aus,  für  die  neuer- 
dings W.  I.  Schmidt  (1937)  folgende  begriffliche  Unterscheidung 
vorschlägt : 

,,a)  euplasmatisch:  vorüber gehe'nde,  vollkommen  reversible  Struk- 
turierungen des  Cytoplasmas  wie  Polstrahlung,  Spindelfasern,  Pseu- 
dopodien ; 

b)  mesoplasmatisch:  während  des  ganzen  Lebens  des  Organis- 
mus ausdauernde  und  für  gewöhnlich  irreversible  Differenzierungen 
des  Cytoplasmas  mit  lebhaftem  Stoff-  und  Energiewechsel,  wie  Cilien, 
Flagellen,  Schwanzfäden  der  Spermien,  Myofibrillen; 

c)  metaplasmatisch:  dauernde  und  für  gewöhnlich  irreversible 
Differenzierung  des  Cytoplasmas  mit  geringem  Stoffwechsel  wie  Stütz- 
fibrillen (Tonofibrillen,  vielleicht  auch  Neurofibrillen); 

d)  alloplasmatisch:  aus  dem  Cytoplasma  her  vor  gegangene 
Differenzierungen,  die,  chemisch  deutlich  von  ihm  verschieden , im 
fertigen  Zustande  nur  geringen  oder  gar  keinen  Stoffwechsel  zeigen, 
wie  geformte  und  ungeformte  Sekrete,  Exkrete,  Intercellular-  und 
Cuticularsubstanzen,  pflanzliche  Zellmembranen.“ 

Dieses  Einteilungsprinzip  ist  insofern  früheren  Systemen  über- 
legen, als  es  bewußt  die  Ausdrücke  „lebendig“  und  „tot“  vermeidet. 
Auch  heute  noch  sprechen  manche  Forscher  von  dem  Paraplasma 
als  der  Gesamtheit  aller  toten  Einschlüsse  im  eigentlich  „lebendigen“ 
Protoplasma,  wobei  vielfach  als  Kriterium  die  Färbbarkeit  mit  Vital- 
farbstoffen hingestellt  wird  (so  u.  a.  von  W.  von  Möllendorff),  ob- 
gleich gerade  die  vitale  Färbung  lehrt,  daß  die,, Vitalfärbbarkeit“  der 
„paraplasmatischen  Strukturen“  vielfach  in  strenger  Abhängigkeit  von 
der  Vitalität  des  übergeordneten  Systems  steht  (vgl.  S.  46  u.  90).  Es  er- 
scheint überhaupt  mißlich,  nur  auf  komplexe  Systeme  anwendbare 
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Begriffe,  wie  lebendig  und  tot,  auf  schwer  im  einzelnen  analysierbare 
Teile  dieser  Systeme  zu  übertragen  (vgl.  S.  323).  Die  Unmöglich- 
keit dieses  Vorgehens  wird  sofort  offensichtlich,  wenn  wir  etwa  eine 
Entscheidung  darüber  treffen  wollten,  ob  das  Wasser  als  Disper- 
sionsmittel der  „Biokolloide“  lebendig  sei,  oder  ob  die  Lebendigkeit 
an  die  „Biokolloide“  gebunden  sei.  Auch  gibt  es  keine  einfachen 
Kriterien  für  die  Vitalität  einzelner  isolierter  Strukturen:  Atmung 
kann,  wie  vor  allem  die  Versuche  Warburgs  gelehrt  haben,  auch  bei 
leblosen  „Zellmodellen“,  sowie  bei  desorganisiertem  aber  noch 
strukturiertem  Zellbrei  festzustellen  sein.  Reizbarkeit  kann  nur 
durch  Reizbeantwortung  erkannt  werden  und  ist  daher  von  vorn- 
herein an  ein  komplexes  Reaktionssystem  gebunden.  Fortpflanzung 
und  Wachstum  fehlen  auch  bei  vielen  intakten  Histosystemen,  denen 
aber  Lebendigkeit  darum  nicht  abzusprechen  ist. 

Nach  allen  bisher  vorliegenden  Versuchen  müssen  wir  uns  vor- 
stellen, daß  selbst  so  starre  Gebilde,  wie  Skelet-  und  Cuticular- 
strukturen,  in  ihrem  gesamten  Verhalten  von  den  zugehörigen 
Histosystemen  beherrscht  und  durch  sie  beeinflußt  werden,  solange 
diese  lebendig  sind.  Gicklhorn  wies  auf  ein  sehr  typisches  Beispiel 
hin:  Die  besondere  Färbbarkeit  der  Riechstäbchen  an  der  1.  Antenne 
von  Daphnia,  besteht  nur,  solange  die  zugehörigen  Gewebe  lebendig 
sind  und  erlischt  bei  dem  Tode  des  Tieres  wie  auch  beim  Abstreifen 
der  Exuvie,  obgleich  morphologisch  dabei  keinerlei  Veränderung 
dieser  Cuticularbildung  festzustellen  ist.  Auch  die  spezifische  Färb- 
barkeit der  Cuticular-  und  Intercellular- Strukturen  im  Integument 
der  Axolotl-Larven  (Abb.  18,  S.  93)  ist  von  der  Vitalität  der  Epithel- 
zellen abhängig.  In  noch  stärkerem  Maße  aber  beweisen  Versuche 
von  Heyes y,  Krogh  u.  a„  daß  die  übliche  Lehrmeinung  von  den 
„ruhenden“,  „toten  Ablagerungen  anorganischer  Stoffe“  in  den 
lebenden  Geweben  irrig  ist.  So  konnte  Hevesy  mit  einem  radio- 
aktiven Isotop1)  des  Phosphors  bei  der  Ratte  nachweisen,  daß  selbst 
völlig  ruhende  Skeletsubstanzen  aus  unlöslichen  Stoffen  und  fern 
der  Blut-  und  Lymphbahn  in  ständigem  Austausch  mit  den  Atomen 
der  im  Blut  und  in  den  Gewebsflüssigkeiten  gelösten  Salze  stehen 
müssen;  denn  es  ließ  sich  z.  B.  eine  Woche  nach  der  Verfütterung 
im  Dentin  ein  Teil  des  radioaktiven  statt  des  ursprünglich  vorhan- 
denen gewöhnlichen  Phosphors  nachweisen  (29%  der  verfütterten 


1)  Als  Isotope  bezeichnet  man  bekanntlich  Atome,  die  sich  im  Atom- 
gewicht unterscheiden,  in  chemischer  Beziehung  aber  identisch  verhalten. 
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Quantität  wurden  im  Knochen,  0,2°/o  in  den  Molaren,  3,3°/0  in  den 
bekanntlich  weiter  wachsenden  Schneidezähnen  und  3,2°/0  in  der 
Leber  wiedergefunden). 

So  können  wir  also  außer  dem  Protoplasma  im  engeren  Sinne 
(Matrix,  Hyaloplasma  oder  Grundplasma  mitsamt  dem  Teilkörper- 
material seiner  Zellorganelle  und  dem  Karyoplasma  mit  seinen  ver- 
schiedenen Strukturen)  verschiedene  ,, paraplasmatische“  und  er- 
gastische  Differenzierungen  unterscheiden,  für  die  eine  feinere  gra- 
duelle und  nicht  grundsätzliche  Einteilung  entsprechend  ihrem  ver- 
schiedenen Stoffwechsel  nach  W.  I.  Schmidt  möglich  ist. 

Vor  allem  auf  Grund  der  polarisationsoptischen  Analyse  konnte 
W.  I.  Schmidt  dabei  folgende  Vorstellungen  über  die  Bil- 
dung dieser  Plasmadifferenzierungen  entwickeln: 

„1.  Ordnung  (etwa  Parallelisierung)  vorher  regellos  gelagerter 
Cytoplasmateilchen  (wie  im  strömenden  Cytoplasma). 

2.  Ausbildung  eines  festeren  Zusammenhaltens  solcher  Teilchen 
unter  Entquellung  oder  ähnlichen  Vorgängen  durch  Kohäsionskräfte 
(stereoplasmatische  Achsen  von  Pseudopodien). 

3.  Entstehung  spezifischer  Stoffe  im  Cytoplasma,  deren  Teilchen 
an  besonderen  Stellen  im  Innern  oder  auf  der  Oberfläche  der  Zelle 
geordnet  werden  (Ausbildung  von  Myofibrillen,  Entstehung  eines 
Fettfilmes  auf  der  Oberfläche  freien  Cytoplasmas,  Differenzierung 
von  Zellmembranen,  Cuticular-  und  Interzellularsubstanzen).  In 
solchen  Fällen  dürften  vielfach  nur  die  monomeren  Bausteine  der 
betreffenden  Stoffe  (Kohlehydrate,  Eiweißkörper)  im  Cytoplasma 
entstehen,  während  ihre  Polymerisation  zugleich  mit  der  (dreidimen- 
sionalperiodischen) Ordnung  (Kristallisation)  sich  vollzieht. 

4.  Geordnete  Einlagerung  eines  chemisch  andersartigen  Materials 
in  ein  bereits  bestehendes  feinbauliches  Fachwerk  (orientierte  Ad- 
sorption der  Kalksalze  bei  der  Bildung  des  Knochens  durch  die 
schon  vorher  vorhandenen  kollagenen  Fasern,  Einlagerung  von 
Lipoid  in  die  Eiweißgrundlage  der  Markscheide  der  Nerven  oder 
der  Außenglieder  der  Sehzellen  der  Wirbeltiere).“ 

Die  Strukturen  können  sich  dabei  durch  diese  feinbauliche  Ord- 
nung intracellulär  bilden  (so  z.  B.  Myofibrillen  usw.)  oder  auch 
extracellulär  in  einer  zwischen  den  Zellen  gelegenen  und  von  diesen 
abgeschiedenen  Grundsubstanz  entstehen  (so  z.  B.  kollagene  Fasern, 
während  die  elastischen  Fasern  allem  Anschein  nach  zunächst  in 
den  Zellen  vorgebildet  werden  und  später  außerhalb  liegen). 
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Trotz  der  Kompliziertheit  dieser  organischen  Strukturen  walten 
bei  ihrem  Zustandekommen  natürlich  nur  dieselben  physikalisch- 
chemischen Faktoren,  die  auch  für  die  unbelebte  Natur  gelten,  wenn- 
gleich wir  in  vielen  Fällen  noch  nicht  die  Möglichkeit  haben,  sie  im 
einzelnen  zu  analysieren.  Es  bedeutet  aber  schon  einen  großen 
Fortschritt,  daß  man  in  der  Histologie  überhaupt  feinbauliche  Ana- 
lyse zu  treiben  versucht,  und  daß  allerdings  vielfach  noch  unab- 
hängig davon  die  „Protoplasmaphysiologie“  die  aus  dem  kolloiden 
Aufbau  der  Histosysteme  begreifbaren  Gesetzmäßigkeiten  zu  er- 
fassen versucht.  Dadurch  lassen  sich  tatsächlich  eine  Reihe  funda- 
mentaler Lebenserscheinungen  schon  jetzt  bis  zu  einem  gewissen 
Grade  verständlich  machen. 

So  ist  also  die  Zelle  ein  zusammengesetztes  Gebilde  mit  bestimmten, 
immer  wiederkehrenden  Organisationsmerkmalen,  das  außerdem 
die  Möglichkeit  zum  Aufbau  besonderer  extra-  und  intracellulärer 
Differenzierungen  besitzt.  Ein  Gewebe  aber  baut  sich  durch  Wieder- 
holung aus  zahlreichen  Zellen  mit  gleichen  Organisationseigentüm- 
lichkeiten auf.  Ein  Organ  faßt  meist  verschiedene  Gewebe  zu  einer 
funktionellen  Einheit  zusammen.  Der  Organismus  aber  lebt  durch 
das  harmonische  Zusammenspiel  seiner  Organe  und  Partialsysteme. 
Dieser  Stufenbau  aus  Histosystemen  aufsteigender  Ordnung  (vgl.  die 
Anschauungen  von  Heidenhain  S.  303)  ist  oft  beschrieben  und  ge- 
deutet worden,  sei  es  in  phylogenetischer  oder  morphologischer  Be- 
ziehung. Weniger  geklärt  ist  aber  die  histophysiologische  Bedeutung 
dieses  Organisationsprinzips  der  lebenden  Masse,  obgleich  sie  wahr- 
scheinlich sehr  wesentlich  ist. 

2.  Die  Zelle 

Unabhängig  von  der  Frage,  ob  die  Zelle  der  Elementar  Organismus 
ist  oder  nicht,  stellt  sie  bei  den  zellig  aufgebauten  Organismen 
jedenfalls  eine  funktionelle  Einheit  dar,  die  zu  ganz  besonderen 
Leistungen  im  Organismus  oder  vielfach  auch  (zusammen  mit  ihres- 
gleichen) in  vitro  befähigt  ist.  Es  fragt  sich,  wieweit  diese  Leistungen 
durch  die  Zusammenarbeit  und  die  Spezialleistungen  der  verschie- 
denen Partialsysteme  der  Zelle  bedingt  sind,  d.  h.  wie  weit  das 
Mikrolaboratorium  der  Zelle  womöglich  in  konstante  Spezialabtei- 
lungen zerfällt,  so  daß  die  Leistung  des  Gesamtsystems  gegebenen- 
falls als  Kette  von  einander  auslösenden  Einzelfunktionen  zu  ana- 
lysieren ist. 


222  Die  einfachen  Histosysteme  Zelle,  Zellorganelle  u.  Zelldifferenzierungen 

a)  Der  Kern 

a)  Der  Kern  und  seine  Strukturen:  Hier  seien  nur  kurz  die  Theorien 
über  die  physikalisch-chemischen  Eigenschaften  des  Kernes  und  seine  Funk- 
tionen im  Haushalt  der  Zelle  besprochen,  da  auch  nur  die  Erwähnung  der 
Literatur  über  den  Kern  als  Träger  der  Erbanlagen  sowie  über  die  Einzel- 
heiten des  Kernbaues  den  Rahmen  dieses  Grundrisses  bei  weitem  überschreiten 
würde.  Wie  wenig  wir  aber  gerade  über  die  Funktionen  des  Zellkerns  im 
Zellhaushalt  wissen,  ergibt  sich  schon  aus  der  heute  herrschenden  morpho- 
genetischen  Definition  des  Begriffes  Kern:  nach  Belar  ist  ein  Kern  jedes  vom 
Cytoplasma  abgegrenzte  Gebilde,  aus  dem  bei  seiner  Teilung  Chromosomen 
hervorgehen. 

Unsere  Anschauungen  über  den  Bau  des  Kernes  haben  sich  in  den  letzten 
Jahrzehnten  ziemlich  gewandelt.  Während  Heidenhain  vor  allem  nach  den 
färberischen  Eigenschaften  fixierter  Präparate  noch  Basi-  und  Oxychromatin, 
Linin  oder  Plastin,  Kernmembran,  Kernsaft  und  Nucleolarsubstanz  trennte 
(dem  Chromatinbegriff  von  Flemming  entspricht  nur  das  Basichromatin), 
werden  heute  auf  Grund  vertiefter  morphogenetischer  Untersuchungen  und 
Lebendbeobachtungen  als  wesentliche  und  gesicherte  Kernbestandteile  nur 
noch  ,, Chromatin“  und  ,, Nucleolarsubstanz“,  Kernsaft  und  die  Kernmembran 
(bzw.  eine  scharfe  Phasengrenze  zwischen  Kern  und  Cytoplasma)  unter- 
schieden. Das  Chromatin  ist  die  eigentliche  chromosomenbildende  Substanz, 
während  die  Nucleolarsubstanz  als  typisches  Produkt  des  ,, Ruhekernes“ 
sich  wahrscheinlich  von  bestimmten  Chromatinstrukturen  bzw.  Chromosomen- 
abschnitten ableiten  läßt  (vgl.  die  Arbeiten  von  Bauer,  Geitler,  Heitz  u.  a.), 
dabei  aber  in  ihrem  chemischen  Aufbau  vom  Chromatin  stark  abweicht.  Die 
färberischen  und  chemischen  Eigenschaften  der  Strukturen  können  auf  ver- 
schiedenen Entwicklungsstadien  wechseln  (so  sind  z.  B.  färberische  Um- 
stimmungen vor  allem  bei  wachsenden  Eizellkernen  beobachtet  worden). 
Bei  der  Fällung  kann  außer  den  eigentlichen  Chromatinstrukturen  (dem 
,,Karyotin“  einiger  Cytologen)  im  Kernsaft  eine  Eiweißphase  ausfallen 
(vgl.  S.  223).  Die  Frage  nach  dem  Vorkommen  eines  besonderen  „achroma- 
tischen“ Kerngerüstes  außer  dem  eigentlichen  Chromatin  bleibt  dabei  offen. 
Bei  tierischen  Zellen  ist  diese  Unterscheidung  vor  allem  dann  möglich,  wenn 
die  Chromosomen  als  mehr  oder  minder  kondensierte  Strukturen  erkennbar 
bleiben,  wie  z.  B.  bei  manchen  wachsenden  Eizellen,  in  denen  vielfach  deutlich 
Tetraden  und  außerdem  ein  Kerngerüst  im  Kernsaft  zu  erkennen  sind  (so 
z.  B.  im  Ei  des  Seesterns,  vgl.  Büchner). 

ß)  Sind  die  Chromatinstrukturen  des  fixierten  Präpara- 
tes vital  präformiert?  Da  im  Kernraum  der  völlig  gesunden 
lebenden  Zelle  außer  denNucleolen  meist  keinerlei  strukturelle  Differen- 
zierung zu  erkennen  ist,  entstand  die  Frage,  ob  die  im  fixierten  Präparat 
vorhandenen  Strukturen  wirklich  natürlich  präformiert  seien.  Wir 
wissen  heute,  daß  tatsächlich  ein  großer  Teil  der  netzigen  und  granu- 
lierten ,, Kerngerüste“  und  „Netzknoten“  infolge  Ausflockung  und  Ver- 
klumpung als  Fixierungsartefakte  entstehen.  Dabei  ist  das  „Bild“  des 
Kernes  weitgehend  durch  die  Art  des  Fixierungsgemisches  bedingt  (vgl. 
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vor  allem  von  Tellyesnitzky).  Aus  dieser  Tatsache  und  vor  allem 
aus  der  optischen  Homogenität  des  völlig  intakten  Kernes  der  leben- 
den Zelle  sowie  wegen  der  freien  Verschiebbarkeit  der  Nucleolen 
mit  der  Mikronadel  im  Kernraum  (Chambers)  schlossen  verschiedene 
Autoren  auf  das  Fehlen  einer  charakteristischen  Struktur  außer  den 
Nucleolen  im  Ruhekern  [u.  a.  von  Tellyesnitzky  1926,  della 
Valle  1912,  Chambeks  1924,  W.  H.  und  M.  R.  Lewis  (1924), 
S.  Strugoer  (1930),  neuerdings  Pischenger  (1937)],  während 
die  Cytogeniker  daran  festhielten,  daß  normalerweise  auch  im 
Ruhekern  besondere  Chromatinstrukturen  als  präformierte  Bau- 
elemente vorhanden  sein  müßten  und  aus  der  optischen  Homogeni- 
tät nicht  auf  eine  wirkliche  Homogenität  der  kolloiden  Medien  zu 
schließen  sei.  Dagegen  wurde  andererseits  teilweise  sogar  das  Vor- 
kommen einer  Kernmembran  geleugnet  (so  u.  a.  z.  B.  auch  Pischlnger 
für  Leberzellkerne),  obgleich  Anstichversuche  mit  Hilfe  des  Mikro- 
manipulators das  Vorhandensein  einer  konsistenteren  Membran  er- 
wiesen hatten  und  der  Zellkern  sich  vielfach  als  pralles  Bläschen 
isolieren  läßt,  von  dem  nach  Zerdrücken  und  Ausfließen  des  Kern- 
saftes ein  zerknitterndes  ,, Säckchen“  zurückbleibt.  E.  AlbrechT 
(1903)  meint  dagegen,  daß  die  isolierten  Kerne  der  Furchungszellen 
wie  auch  der  noch  unreifen  Eier  von  Seeigeln  vor  allem  deswegen 
membranlos  sein  müssen,  weil  sie  bei  Berührung  nach  Herauspressen 
aus  den  Zellen  ohne  weiteres  zusammenfließen.  An  pflanzlichen 
Zellkernen  erzeugte  S.  Strtjgger  vor  allem  durch  Einwirkung  von 
KN03  reversible  Kernveränderungen,  aus  denen  er  auf  zwei  ver- 
schiedene Phasen  außer  den  Nucleolen  im  Kern  schließt,  von  denen 
die  Karyolymphe  eine  recht  stabile  kolloide  Lösung  sei,  die  nur 
bei  Einwirkung  von  Säuren  und  Fixierungsmitteln  ein  peptisierbares 
Eiweiß  ausflocken  läßt;  das  Karyotin  dagegen,  das  normalerweise 
mit  der  Karyolymphe  ein  komplexeres  Kolloidsystem  darstellt,  ist 
ein  sehr  labiles,  auch  in  der  Karyolymphe  dispergiertes  Kolloid, 
das  schon  auf  mechanische  oder  geringfügige  chemische  Einwir- 
kungen hin  ausflockt.  Strugg-er  kam  also  zu  einer  sehr  skeptischen 
Einstellung  gegenüber  der  Annahme  einer  vitalen  Präformation  des 
Fixations-Färbungsbildes.  Es  fragt  sich  aber,  ob  die  optische 
Homogenität  des  tierischen  Zellkernes  auf  einer  wirklichen  Homo- 
genität seiner  kolloiden  Systeme  beruht. 

Aus  neuerer  Zeit  gibt  es  nun  verschiedene  Versuche,  welche  die 
Präformation  bestimmter  Strukturen  im  Ruhekern  be- 
weisen. Zunächst  ist  hervorzuheben,  daß  aus  optischer  Homogenität 
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nicht  auf  feinbauliche  Homogenität  zu  schließen  ist;  denn  hydro- 
phile Kolloide  können  in  stärker  dispergiertem  Zustand,  und  wenn 
sie  einen  diffusen  Solvatmantel  auf  weisen,  im  Hell-  und  Dunkelfeld 
völlig  untergehen.  Ein  Aufleuchten  im  Dunkelfeld  tritt  meistens 
erst  mit  Dispersitätsverminderung,  Gelbildung  und  Flockung  ein. 
Tatsächlich  läßt  sich  durch  verschiedenste  Mittel  erreichen  (stark 
verdünnte  Essigsäure  [0,05 — 0,l°/0]  in  Versuchen  von  van  Her- 
werden und  Zeiger  an  Epithelzellen  des  Schwanzes  von  Amphibien- 
larven oder  durch  leichten  Druck  mit  einer  Glasnadel,  ferner  durch 
Asphyxie  infolge  Störung  des  Kreislaufes  nach  Narkose  oder  Gefäß - 
abklemmung),  daß  in  Kernen,  die  in  gesundem  Zustande  optisch 
homogen  erscheinen,  Strukturen  auftreten,  die  völlig  denen  fixierter 
Präparate  entsprechen.  Dabei  handelt  es  sich  zunächst  um  durchaus 
vitale  und  reversible  Vorgänge,  die  von  Zeiger  z.  B.  6 — 8 mal  an 
denselben  Zellen  wiederholt  hervorgerufen  werden  konnten.  Van  Her- 
werden deutete  diese  Erscheinung  als  reversible  Dispersitätsver- 
minderung bzw.  Gelbildung  der  Kerneiweiße.  Durch  wiederholte 
entsprechende  Behandlung  eines  Kernes  in  Abständen  von  24  Stunden 
wies  Zeiger  nach,  daß  die  Zahl  der  Nucleolen  konstant  bleibt,  und 
daß  sie  immer  in  der  gleichen  Anordnung  wieder  erscheinen.  Die  Netz- 
knoten verhalten  sich  anscheinend  entsprechend.  Zeiger  meint 
deswegen,  daß  im  Kern  „durch  reversible  Gelbildung  markierbare 
Orte  stärkerer  Dispersitätsverminderung“  bzw.  „Orte  charakte- 
ristischer Inhomogenitäten“  vorhanden  sind,  die  eine  gewisse  Be- 
ständigkeit zeigen,  und  die  für  den  Kernbau  charakteristisch  sind. 
Die  Fixierungsbilder  sind  damit  bestenfalls  „Vitalartefakte  in  dem 
Sinne,  als  sie  mehr  oder  weniger  naturgetreu  irgendein  Zustandsbild 
der  noch  reversiblen  Strukturbildung  im  Kernraum  festhalten“, 
wobei  „Bilder,  die  den  Stadien  initialer  Dispersitätsverminderung 
entsprechen,  nur  durch  lipoidstabilisierende  Fixierungsmittel  zu  er- 
zielen sind“,  so  z.  B.  durch  Osmiumsäure. 

Auch  die  vitale  Färbung  zeigt,  daß  die  Kernstrukturen  irgendwie 
vital  präformiert  sein  müssen.  Nach  Nassonov  und  seinen  Mit- 
arbeitern ist  der  normalerweise  sich  nicht  vital  färbende  Kern  bei 
Sauerstoffmangel  in  starkem  Maße  mit  Neutralrot  färbbar  (so  z.  B. 
in  den  Darmepithelzellen  bei  Fröschen  aus  einer  H2- Atmosphäre,  bei 
anaeroben  Ciliaten  usw.);  bei  Erholung  zieht  der  Farbstoff  wieder 
aus  ihm  aus.  Daraus  schloß  Nassonov,  daß  bei  02-Mangel  die  für 
die  granuläre  Farbstoffspeicherung  nötige,  durch  Oxydationsvor- 
gänge frei  werdende  Energie  fehle,  und  der  Farbstoff  deswegen  nun 
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in  den  Kern  einziehen  könne.  (Zu  einer  ähnlichen  Auffassung  kam 
Tonutti  bezüglich  der  granulären  Yitamin-C-Bindung,  vgl.  Abb.  37 
auf  S.  207).  Demgegenüber  wies  jedoch  Ries  (1937,  dort  auch 
weitere  Literatur)  an  Hand  von  Modellversuchen  und  mit  Hilfe 
reversibler  Kernfällungen  durch  Kohlensäure,  destilliertes  Wasser 
u.  a.  nach,  daß  die  reversible  Entmischung  der  sauren  Kern- 


Prophasekern  Prophasechromos.  Ruhekern 


Abb.  38.  Vitale  Kernfärbung  mit  Toluidinblau  unter  Sauerstoffmangel  in 
einer  Gewebekultur  entodermaler,  embryonaler  Axolotlzellen.  Die  elektive 
Färbbarkeit  tritt  ebenso  wie  in  den  verschiedenen  Zellsystemen  des  fertig 
differenzierten  Axolotlinteguments  völlig  gleichartig  und  gleichzeitig  in  den 
Chromatinstrukturen  des  Ruhekernes  und  auch  in  allen  mitotischen  Chromo- 
somenstrukturen ein.  — Nach  Präp.  von  I.  Fischer  aus  Ries  (1937). 

eiweiße  an  sich  schon  ausreicht,  um  eine  Adsorption  basischer 
Farbstoffe  durch  die  sauren  Kerneiweiße  zu  ermöglichen.  Im  nor- 
malen Zustande  färben  sich  diese  Kerneiweiße  nicht,  weil  ihre  Ober- 
flächen durch  das  Solvatwasser  besetzt  und  damit  blockiert  sind, 
bzw.  weil  sie  im  stark  hydratisierten  Zustande  im  Ungeschädigten 
Kern  ganz  andere  physikalisch-chemische  Eigenschaften  aufweisen. 
Darüber  hinaus  ergaben  die  Versuche,  daß  nicht  nur  gewisse  Chro- 
matinstrukturen des  Ruhekernes  persistieren,  sondern  daß  in  be- 
stimmten Zelltypen  auch  eine  stoffliche  Kontinuität  von  den  Chromo- 
somen der  Teilungsstadien  zu  den  Chromatinstrukturen  im  Ruhe- 
kern und  weiter  wieder  zu  den  Chromosomen  der  nächsten  Teilungs- 
phase bestehen  muß : Die  zellspezifische,  reversible  Kernent- 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  15  a 
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mischung  und  Kernfärbbarkeit  tritt  bei  den  Netzknoten  des  Ruhe- 
kernes  und  den  Chromosomen  aller  Mitosestadien  stets  in  gleicher 
Weise  auf  (vgl.  Abb.  38  sowie  19  auf  S.  94,  95). 

Die  vitale  Präformation  der  im  fixierten  Präparat  nachweisbaren 
Strukturen  ist  weiterhin  bei  verschiedenen  Kerntypen  nicht  zu  be- 
zweifeln, bei  denen  die  Strukturen  besonders  komplizierten  ,,organo- 
logischen“  Charakter  (M.  Heidenhain)  besitzen,  so  z.  B.  vor  allem 
in  den  Geschlechtszellkernen  während  der  Vorbereitung  zur  Reife- 
teilung, in  den  Kernen  der  Speicheldrüsen  einiger  Dipteren  usw. 
Teilweise  sind  dort  die  Chromatinfiguren  im  Ungeschädigten  lebenden 
Kern  ohne  weiteres  erkennbar  (vgl.  Belar),  oder  sie  erscheinen  un- 
mittelbar nach  Kernanstich  (nach  Chambers)  infolge  Dispersitäts- 
verminderung. Im  lebenden  Kern  der  Spermatogonien  von  Heu- 
schrecken konnte  Caspersson  sie  durch  die  starke  Absorption  ultra- 
violetten Lichtes  direkt  nachw eisen.  Auch  P.  Ltjyet  (1934)  konnte 
im  Mikronucleus  lebender  Paramaecien  mit  Hilfe  ultravioletten 
Lichtes  eine  typische  Ruhekern  Struktur  erfassen.  Aus  diesen 
Beobachtungen  ist  nun  aber  nicht  zu  schließen,  daß  wir  das 
Bild  der  Kernstrukturen  im  fixierten  Präparat  ohne  weiteres 
kritiklos  hinnehmen  können,  denn  es  ist  zweifellos  erwiesen,  daß 
außer  den  eigentlichen  Chromatinstrukturen  durch  stark  fällende 
Fixierer  noch  eine  Eiweißphase  des  Kernsaftes  ausgefällt  wird,  daß 
weiterhin  das  Fällungsbild  stark  abhängig  ist  von  der  Wirkungs- 
weise der  verwendeten  Mittel,  die  überwiegend  granuläre  oder  ver- 
klumpte bzw.  feinfädig-netzige  Strukturen  hervorzurufen  imstande 
sein  können,  und  daß  endlich  das  Fixationsbild  eben  bestenfalls 
nur  Vitalartefakte  wiedergibt,  d.  h.  Zustände,  die  schon  einer  gra- 
duellen und  gegebenenfalls  ursprünglich  reversiblen  kolloiden  Zu- 
standsänderung im  Kernraum  entsprechen. 

y)  Zur  Chemie  des  Zellkernes.  Mit  Hilfe  der  Mikroskopie  in 
ultraviolettem  Licht  hat  neuerdings  T.  Caspersson  (1936)  sowohl 
die  Lösung  der  Frage  nach  der  vitalen  Präformation  der  Kernstrukturen 
als  auch  der  Probleme  des  chemischen  Aufbaues  der  Kernstrukturen 
bzw.  der  diskontinuierlichen  Verteilung  der  Nucleinsäure  im  Ruhekern 
weitgehend  gefördert.  Die  Absorption  ultravioletten  Lichtes  durch  Nu- 
cleinsäuren,  die  nach  der  photographischen  spektrophotometrischen  Methode 
von  Scheibe,  sowie  nach  einer  lichtelektrischen  Methode  von  Warburg 
und  Negelein  bestimmt  wurde,  ist  so  hoch,  daß  sie  als  exakte  mikro- 
chemische Nachweismethode  dienen  kann,  und  hat  zudem  noch  den 
Vorteil,  daß  sie  ebenso  am  lebenden  wie  am  fixierten  Präparat  durch- 
zuführen ist.  Dieses  Absorptionsvermögen  der  Nucleinsäuren  beruht  vor 
allem  auf  dem  Gehalt  an  Purin-  und  Pyrimidinbasen,  die  etwa  1f3  des  Mole- 
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kulargewichtes  der  Nucleinsäuren  ausmachen.  Der  Pyrimidinring  bedingt 
„eine  außerordentlich  intensive  selektive  Absorption  im  Ultravioletten  um 
2600  Ä herum“,  die  ,,nur  geringe  Verschiebungen  bei  verschiedener  Sub- 
stitution“ aufweist.  ,,  Bei  2600  Ä absorbiert  die  Nucleinsäure  den  größten 
Teil  des  Lichtes  — 90%  — , während  eine  gleiche  Eiweißschicht  hier  nur  2% 
absorbiert,  also  eine  Absorption,  die  man  kaum  genau  feststellen  kann.  Eine 
l%ige  Nucleinsäurelösung  zeigt  bei  dieser  Wellenlänge  noch  eine  gut  beob- 
achtbare Absorption  (19%),  deren  Wert  nicht  einmal  durch  eine  25%ige  Ei- 
weißlösung erreicht  wird.“  Dabei  ist  die  Ultraviolettabsorption  stark  ab- 
hängig von  dem  pH  der  Lösung.  Nach  den  Versuchen  Casperssons  ist  die 


a ) b)  c) 


Abb.  39.  Ultraviolettabsorption  durch  Chromatinstrukturen,  a)  Spermato- 
cyten  von  der  Heuschrecke  Gomphocerus  maculatus.  Optische  Querschnitte 
durch  lebende  Zellen.  Wellenlänge  275  m/u,  Objektiv:  Monochromat  1,7  mm, 
korrigiert  für  275  mju.  b)  Spermatocyten  von  Chortippus  dorsatus  nach  Dige- 
stion mit  eiweißlösendem  und  gleichzeitig  nucleinsäurefällendem  Lanthan- 
Trypsinreagens,  photographiert  im  ultravioletten  Licht  (Wellenlänge  275  mp,, 
Objektiv  1,7  mm,  Vergrößerung  1000  mal),  c)  Chironomus- Speicheldrüsen- 
chromosom in  Lanthanacetat- Essigsäure  aufgenommen  (Wellenlänge  275  mp. 
Objektiv  1,7  mm).  Nach  J.  Caspersson  1936. 

Ursache  dafür  , , vielleicht  eher  in  einer  eingreifenderen  Umlagerung  im  Mole- 
kül als  in  der  alleinigen  Wirkung  der  elektrischen  Dissoziation  zu  suchen“. 
In  anderem  Zusammenhänge  hatte  Hammarsten  schon  festgestellt,  daß  die 
Eiweißverbihdungen  der  Nucleinsäure  ein  sehr  labiles  kolloides  System 
bilden,  das  vor  allem  gegen  Änderungen  der  Wasserstoff ionenkonzentration 
sehr  empfindlich  reagiert.  Nach  Modellversuchen  von  Hammarsten  besitzt 
die  Thymonucleinsäure  infolge  ihrer  Viscosität,  ihres  Charakters  als  starke 
mehrbasische  Säure  und  ihrer  geringen  Diffus ibilität  sowie  leichten  Ent- 
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mischbarkeit  alle  die  Eigenschaften,  die  nach  Versuchen  an  lebenden  und 
toten  Zellen  für  Kemstrukturen  zu  fordern  sind  (vgl.  dazu  auch  S.  47). 

Mit  dem  Ultraviolettmikroskop  von  Köhler  aufgenommene  Mikrophoto- 
graphien von  lebenden  Spermatogonien  und  Spermatiden  der  Heuschrecken 
Gomphocerus  und  Chortippus  beweisen,  daß  hier  die  Chromatinstrukturen 
in  der  lebenden  Zelle  so  präformiert  sind,  wie  es  nach  den  fixierten  Präparaten 
zu  erwarten  war  (Abb.  39). 

Zweifellos  unterscheiden  sich  die  Zellkerne  in  chemischer  Hinsicht 
— wohl  grundsätzlich  — vom  Cytoplasma  durch  ihre  Nuclein- 
säuren.  Dieser  Name  stammt  von  Altmann  (1899),  nachdem  die 
Darstellung  dieser  Substanzen  schon  1869  Mieschee  aus  den  Zell- 
kernen von  Eiterzellen  glückte.  Kossel  (1891)  wies  die  prinzipielle 
Zusammensetzung  der  Nucleinsäuren  aus  Phosphorsäure,  Kohle- 
hydrat und  Purinbasen  nach.  Es  gibt  heute  eine  größere  Anzahl 
makrochemischer  Analysen  der  Kernsubstanzen,  die  vor  allem  durch 
Hydrolyse  isolierter  Kerne  gewonnen  wurden.  Als  Ausgangsmaterial 
dienten  dabei  vor  allem  Kerne  aus  Leukocyten,  Thymuszellen, 
Erythrocyten  u.  a.,  die  durch  Behandeln  mit  Pepsinsalzsäure  oder 
durch  Haemolyse  vom  Plasma  befreit  wurden,  oder  die  von  vorn- 
herein extrem  plasmaarm  waren,  wie  z.  B.  Spermatozoen.  Dabei 
ergab  sich  folgender  grundsätzlicher  Aufbau  der  Nucleoproteide 
(nach  einem  ursprünglich  von  Kossel  aufgestellten  und  hier  ent- 
sprechend neueren  Ergebnissen  verändertem  Schema): 

Nucleoproteide 
Protein  Nuclein 

Protein  Nucleinsäure 

Phosphorsäure  Nucleoside 


Kohlehydrate : Nucleinbasen : 

Pentosen:  1.  Purinbasen 

d-Ribose  Adenin  und  Guanin 


(Hefenucleinsäure)  2.  Pyrimidinbasen 

Cytosin,  Thymin  (Thymon.- 
d-2-Ribodesose  säure)  Uracil  (Hefen. -säure) 

( Thymonucleinsäure 
der  Zellkerne) 


Nach  Mieschee  und  Schmiedebeeg  enthält  Lachssperma  (zit. 
nach  Caspeesson  bzw.  A.  Kiesel,  dort  weitere  Literatur): 
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Köpfe  (76%) 

Schwänze  (24%) 

Nucleinsäure 

60,50% 

o% 

Protamin 

35,56% 

0% 

Unbekannter  Rest  mit  0,12°/0  Fe 

3,94% 

— 

Eiweiß 

— 

41,9  % 

Lecithin 

wenig 

31,83% 

Fett  und  Cholesterin 

26,27  % 

Durch  Kossel  und  seine  Mitarbeiter  wurden  auch  die  Eigen- 
schaften der  basischen  Eiweißkörper  der  Nucleine  eingehender  er- 
forscht: so  enthalten  z.  B.  die  Kerne  der  Vogelblutkörperchen  Histon 
in  einer  Menge  von  40°/o  der  Trockensubstanz.  Nur  bei  den  reifen 
Spermien  einiger  Fischarten  scheint  an  Stelle  von  Histon  Protamin 
vorzukommen.  Alle  Untersuchungen  an  verschiedenem  Material 
stimmen  aber  jedenfalls  darin  überein,  daß  Nucleinsäure  und  Eiweiß 
in  der  Trockensubstanz  des  Zellkerns  stark  überwiegen  und  meist 
in  einem  bestimmten  quantitativen  Verhältnis  zueinander  vorhanden 
sind. 

Die  Frage  dagegen,  ob  es  Zellkerne  ohne  Nucleinsäure  gibt,  dürfte 
zur  Zeit  wohl  noch  nicht  zu  entscheiden  sein.  Der  negative  Ausfall  der 
Feulgenschen  Nuclealreaktion  (s.  S.  167)  in  den  Kernen  vieler  wachsender 
Eizellen  (vgl.  A.  Koch  u.  a.)  kann  nicht  als  hinreichender  Beweis  für  das 
Fehlen  von  Thymonucleinsäure  gelten,  da  sie  in  den  vergrößerten  Kernen 
zu  fein  verteilt  sein  könnte,  um  zu  reagieren  (vgl.  Bauer  1933).  Für  Eimeria 
gadi  erwähnt  G.  Hertwig  auf  Grund  einer  modernen  makrochemischen 
Analyse  das  Fehlen  von  Nucleinsäure.  Es  wäre  wünschenswert,  die  Eikerne 
im  ultravioletten  Licht  zu  untersuchen,  da  diese  Methode  als  mikrochemischer 
Nachweis  empfindlicher  und  exakter  zu  sein  scheint  als  die  Nuclealreaktion. 
Nach  Caspersson  beträgt  ,,die  untere  Grenze  der  bestimmbaren  Mengen 
der  Nucleinsäure,  von  der  man  in  einem  eiweißhaltigen  Medium  ein  Ab- 
sorptionsspektrum aufnehmen  kann,  ungefähr  IO-11  mg  (1  /u3  l%iger  Lösung)“, 
entspricht  mithin  allen  Anforderungen,  die  man  an  eine  ideale  mikro-  und 
histochemische  Nachweismethode  stellen  kann.  Wegen  der  Berechnung 
sei  auf  die  Originalarbeit  verwiesen.  — Die  Zuverlässigkeit  dieses  Nuclein- 
säurenachweises  wurde  noch  durch  Digestionsversuche  kontrolliert. 
Pepsin  und  Trypsin  greifen  die  Nucleoproteide  nur  teüweise  an,  aber  es  gibt 
spezifische  Nucleasen,  wie  sie  vor  allem  in  dem  von  M.  van  Herwerden  aus 
Milzpreßsaft  durch  Essigsäurefällung  gewonnenem  Präparat  enthalten  sind. 
E.  und  H.  Hammarsten  und  T.  Caspersson  haben  nun  ein  Lösungsreagens 
hergestellt,  das  durch  seinen  Trypsingehalt  das  Eiweiß  der  Nucleoproteide 
zu  verdauen  vermag,  während  die  Nucleinsäure  im  Augenblick  ihres  Frei- 
werdens durch  dreiwertige  Lanthanionen  als  praktisch  unlösliches  Lanthan- 
thymohucleat  ausgefällt  wird.  In  Verbindung  mit  der  Mikrophotographie  im 
ultravioletten  Licht  ermöglicht  diese  Technik  äußerst  feine  und  zuverlässige, 
lokalisierte  Nachweise  der  Thymonucleinsäure  (Abb.  39  b,  c)5  die  mithin 
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wertvolle  Ergänzungen  und  Kontrollen  der  Feulgenschen  Nuclealreaktion 
darstellen,  deren  überragende  cytologisehe  Bedeutung  dadurch  natürlich  nicht 
eingeschränkt  wird  (vgl.  Bauer  1932/33). 

Vor  allem  in  der  älteren  Literatur  wird  die  Thymonucleinsäure  als  tierische, 
die  Hefenucleinsäure  als  „pflanzliche  Nuc  leinsäure“  bezeichnet,  da  in  keinem 
Falle  Thymonucleinsäure  in  Substanz  aus  Pflanzenzellen  isoliert  werden 
konnte.  Damit  wurde  ausgedrückt,  daß  die  Thymonucleinsäure  der  tierischen 
Zellkerne  in  den  Pflanzenzellkernen  durch  die  Hefenucleinsäure  vertreten 
sei.  Doch  dürfte  die  Frage  nach  der  Verbreitung  der  beiden  Nucleinsäuren 
noch  nicht  genügend  geklärt  sein,  denn  viele  (oder  alle  ?)  Pflanzenzellkerne 
geben  die  für  Thymonucleinsäure  typische  Feulgensche  Nuclealreaktion. 
Vielleicht  findet  sich  die  Hefenucleinsäure  pflanzlicher  Gewebe,  die  mit  der 
aus  Weizenembryonen  dargestellten  , ,Triticonucleinsäure“  identisch  sein 
soll,  überwiegend  oder  ausschließlich  im  Plasma.  Wegen  des  Vorkommens 
noch  anderer  Nucleinsäuren,  z.  B.  im  Pankreas,  muß  auf  die  speziellen  bio- 
chemischen Untersuchungen  verwiesen  werden. 

Wesentlich  ist  die  Frage,  ob  die  Thymonucleinsäure  im  Zellkern 
etwa  in  einer  besonderen  Beziehung  zum  Zellstoffwechsel  bzw.  zum 
„Idioplasma“  steht.  Eine  Substanz,  die  gleichartig  in  allen  Zellen 
vorhanden  ist,  dürfte  wohl  kaum  spezifisches  Genmaterial  darstellen, 
und  daher  hat  A.  Meyer  (1920)  die  Thymonucleinsäure  geradezu 
als  „ergastisches  Material“  angesprochen.  Auch  die  Zunahme  von 
Thymonucleinsäure  in  degenerierenden  Kernen  läßt  sich  schwer  mit  der 
Annahme,  daß  es  sich  bei  dieser  Substanz  um  „Idioplasma“  handele, 
vereinen.  Die  spezifischen  Verschiedenheiten  im  Aufbau  der  Zell- 
kerne sind  vielleicht  mehr  an  die  basische  Eiweißkomponente  der 
Nucleine  gebunden.  Da  die  Kerne  der  Vorderdarmdrüsenzellen  von 
Helix  während  der  Sekretbereitung  an  Thymonucleinsäure  verarmen, 
meint  Caspersson,  daß  sie  an  den  „chemischen  Zellprozessen  direkt 
teilnehmen“  müsse.  Aber  an  der  Follikelepithelzelle  der  Läuse  und 
Federlinge  ist  einwandfrei  das  Gegenteil  festzustellen  (vgl.  E.  Ries 
und  P.  B.  van  Weel,  1934,  I.  Fischer,  1935). 

Welche  Rolle  die  Thymonucleinsäure  im  Zellhaushalt 
spielt,  muß  also  noch  unentschieden  bleiben.  Jedenfalls  wurde  sie  bis- 
her nie  sicher  histochemischim  Plasma  nachgewiesen.  Eine  ältere 
Angabe  von  E.  Masing  (1910)  über  das  Vorkommen  von  Nuclein- 
säure  im  Plasma  von  Seeigeleiern  bedürfte  wohl  einer  histochemischen 
Nachprüfung.  (Nach  Masing  muß  im  Plasma  Nucleinsäure  vor- 
handen sein,  da  eine  Nucleinphosphorbestimmung  ungefurchter  und 
gefurchter  Eier  keine  stärkeren  Unterschiede  ergab,  obgleich  histo- 
logisch in  den  Furchungszellkernen  eine  außerordentlich  viel  größere 
Chromatinmenge  vorhanden  ist,  als  dem  Eikern  entspricht).  Nach 
histochemischen  Untersuchungen  von  M.  Prenant  (1910)  sollen 
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ferner  die  Rhabditen  der  Turbellarien  aus  einem  Nucleoproteid 
bestehen,  und  zwar  sollen  sie  bei  den  Polycladen  unmittelbar  aus 
vermehrten  und  degenerierten  Kernen  hervorgehen,  bei  Tricladen 
und  Rhabdocoelen  aus  an  die  Basalkörper  abgegebenem  Chromatin 
entstehen  (zit.  nach  W.  J.  Schmidt,  .1937).  — Angaben  über  positive 
Nuclealreaktion  der  Nissl- Schollen  u.  a.  Plasmastrukturen  konnten 
durch  Nachuntersuchungen  nicht  bestätigt  werden. 

Wichtig  ist  nun,  an  welche  Kernstrukturen  die  Nuclein- 
säure  gebunden  ist.  Sowohl  auf  Grund  der  Nuclealreaktion  als 
auch  der  Ultraviolettmikroskopie  ist  sie  wohl  stets  in  den  Strukturen 
vorhanden,  die  aus  den  Chromosomen  hervorgehen  und  wiederum 
Chromosomen  liefern,  also  vor  allem  an  das  Kerngerüst  und  die  so- 
genannten Netzknoten  gebunden  (Abb.  39).  In  den  Riesenchromo- 
somen von  Dipterenzellen  tritt  sie  in  den  chromatischen  Querscheiben 
auf,  in  denen  nach  den  neueren  Untersuchungen  an  Drosophila  vielleicht 
die  Gene  zu  lokalisieren  sind.  Vor  der  Mitose  und  bei  der  Bildung 
der  Chromosomen  nimmt  die  Nucleinsäure  zu.  Dabei  fassen  sich  im 
Gegensatz  zu  Annahmen  Wassermanns  (1926)  u.  a.  nicht  regel- 
mäßig zwei  verschiedene  Zonen  in  den  Chromosomen  unterscheiden, 
sondern  Eiweißphase  und  thymonucleinsäurehaltiger  Anteil  müssen 
nach  Caspersson  ,, innig  miteinander  gemischt“  sein.  Nach  Caspers- 
son  sind  weiterhin  nucleinsäürereiche  und  nucleinsäurearme  Kern- 
strukturen nicht  identisch  mit  basophilen  bzw.  acidophilen. 

Ich  möchte  hier  die  noch  völlig  ungeklärte  Frage,  ob  man  Basichromatin 
und  Achromatin,  Linin,  Plastin  usw.  mit  mehr  oder  minder  großer  Regel- 
mäßigkeit im  typischen  Kern  unterscheiden  muß,  nicht  ausführlich  be- 
handeln. Eine  große  Verwirrung  für  den  rein  statisch  morphologisch  ein- 
gestellten Cytologen  könnte  m.  E.  dadurch  hervorgerufen  werden,  daß 
bestimmte  Kernbestandteile,  wie  etwa  Netzknoten,  Gerüstfäden  usw.  topo- 
graphisch und  auch  zeitlich  in  verschiedenem  Maße  mit  Thymonucleinsäure 
„imprägniert“  sein  können,  und  dadurch  vielleicht  zweierlei  „Arten  von 
Chromatin“  Vortäuschen.  Weiterhin  ist  nicht  zu  vergessen,  daß  die  bei  der 
histologischen  Fixierung  ausflockende  Eiweißphase  des  Kernsaftes  neben 
der  Nucleolarsubstanz  und  dem  Chromatin  auch  als  Strukturelement  zu 
berücksichtigen  ist.  Wegen  des  wechselnden  Gehaltes  des  Kernes  an  diesen 
Stoffen  ist  auch  mißlich,  nur  das  als  Chromatin  zu  bezeichnen,  was  Thymo- 
nucleinsäure enthält.  Chromatin  ist  in  histochemischer  Hinsicht  eben  noch 
ein  Sammelbegriff,  der  bisher  nur  morphogenetisch  zu  erfassen  ist  (s.  S.  167). 
(Bezüglich  des  heterogenen  Baues  der  Chromosomen  und  seiner  verschie- 
denen Deutungsversuche  sei  hier  auf  Arbeiten  von  Bauer,  Geitler,  Heitz 
und  Zeiger,  sowie  auf  die  breite  Darstellung  bei  Wassermann  verwiesen.) 

Die  Nucleolen  enthalten  im  allgemeinen  keine  Nucleinsäure.  Eine 
Ausnahme  sollen  nach  G.  Hertwig  (1929)  die  Sertoliz  eilen  des  Mäusehodens 
bilden,  in  denen  die  zwei  kleinen  nach  Biondi  grüngefärbten  Nucleolen 
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nuclealpositiv,  der  große  mittelständige  nach  Biondi  rotgefärbte  Nucleolus 
nuclealnegativ  reagieren.  Nach  Bauer  geben  die  Nucleolen  des  wachsenden  Eies 
von  Stegomyia  und  Anopheles  während  einer  kurzen  Entwicklungsphase 
eine  positive  Nuclealreaktion.  Nach  Graupner  und  Eischer  sollten  die 
Nucleolen  in  den  Tintendrüsenzellen  von  Sepia  eine  nuclealpositive  Rinde 
zeigen.  Doch  ließ  sich  hier  nachweisen,  daß  die  Nucleolen  nur  von  dem 
nuclealpositiven  Gerüst  umhüllt  werden,  wie  es  ziemlich  häufig  festzustellen 
ist  (Ries  1936).  Leider  ist  die  Frage  nach  der  chemischen  Zusammensetzung 
der  Misch- oder  Amphinucleolen , sowie  konstant  verschiedenartiger  Nucleolen, 
noch  ebensowenig  geklärt  wie  die  nach  der  Bedeutung  der  färberischen  Um- 
stimmung vieler  Nucleolen  im  Laufe  der  Zellentwicklung.  Das  auffälligste  Bei- 
spiel hierfür  bieten  wohl  die  wachsenden  Eizellen  (vgl.  Jörgensen,  Koch  u.  a.). 

Über  die  Bedeutung  der  Lipoide  beim  Aufbau  der  Kern- 
strukturen sind  die  Meinungen  geteilt.  Nach  makrochemischen 
und  histochemischen  Befunden  muß  der  normale  Lipoidgehalt  sehr 
gering  sein  und  jedenfalls  von  dem  des  Cytoplasmas  bei  weitem  über- 
troffen werden  (vgl.  weiter  oben).  So  tritt  gewöhnlich  auch  bei 
Lipophanerose  keine  fettige  Entmischung  in  den  Zellkernen  ein. 
Andererseits  nehmen  Hansteen  Craener  (1927)  sowie  Lepeschkin 
— ohne  genügenden  Beleg  allerdings  — an,  daß  auch  Lipoide  im 
Kernhaushalt  eine  Bolle  spielen,  zumal  manche  von  ihnen  wie  die 
Nucleinsäuren  Phosphor  enthalten.  G.  JägErsten  (1935)  konnte 
in  den  Kernen  einiger  wachsender  Eizellen  osmiophile,  wahrschein- 
lich lipoidhaltige  Strukturen  nachweisen.  Jedoch  handelt  es  sich 
hier  ebenso  wie  bei  den  wenigen,  in  der  Literatur  vorhandenen  An- 
gaben von  paraplasmatischen  Fetteinschlüssen  in  Kernen  von  Gewebs- 
zellen (so  z.  B.  der  Leber)  sicherlich  um  Ausnahmefälle. 

Macallum  u.  a.  betonten,  daß  der  Zellkern  keine  größeren  Mengen 
von  anorganischen  Ionen  enthalten  solle,  und  diese  Ansicht  ist 
seitdem  auch  in  vielen  zusammenfassenden  Darstellungen  vertreten 
worden.  Nach  P.  Krüg-er  (1926)  wird  hierfür  die  angebliche  Imper- 
meabilität der  Kernmembran  (vgl.  S.  47)  verantwortlich  gemacht. 
Die  Mikroveraschung  ergab  dagegen,  daß  im  Zellkern  Kalium,  Calcium, 
Natrium  und  Magnesium  sicher  vorhanden  sind.  Über  die  Art  der 
Bindung,  Verteilung  und  Quantität  dieser  Stoffe  kann  jedoch  wohl  noch 
nichtsNäheres  angegeben  werden  (vgl.  Tschopp,  1929,  Policard,  1932). 

Der  isoelektrische  Punkt  der  fixierten  Kernstrukturen  scheint 
meistens  relativ  tief  zu  liegen,  etwa  bei  pH  3 — 5.  Nach  Pischinger 
(1926)  unterscheiden  sich  die  Kerne  verschiedener  Gewebe  desselben 
Tieres  in  charakteristischer  Weise  im  Umladungsbereich  ihres  Chro- 
matins.  Ja,  es  scheint  nach  meinen  Erfahrungen  auch  Zellkerne  zu 
geben,  die  im  fixierten  Präparat  relativ  viel  stärker  alkalisch  rea- 
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gieren  als  das  umgebende  Plasma,  so  z.  B.  die  Kerne  in  den  Furchungs- 
zellen  von  Seeigeln.  Vielleicht  ist  das  verschiedene  Verhalten  auf 
einen  ungleichartigen  Gehalt  an  Nucleinsäuren,  deren  IEP  nach 
Fischender  (1937)  unter  pH  2 liegt,  und  an  Histonen  mit  einem 
IEP  etwa  bei  8,5  zurückzuführen.  (So  ließe  sich  vielleicht  auch  der 
Befund  von  Masing,  vgl.  S.  230,  erklären).  Nach  Pischest geh  befindet 
sich  der  Umladepunkt  ,, gewisser  Nucleoproteide“  bei  pH  4,6 — 4,8, 
„ während  der  Umladepunkt  von  Nucleohiston  je  nach  dem  Mengen- 
verhältnis der  beiden  Komponenten  um  pH  6 schwankt“. 

Das  pH  im  Innern  des  lebenden  Zellkernes  scheint  normaler- 
weise mehr  auf  der  alkalischen  Seite,  zwischen7,4  — 7,8,  zu  liegen 
als  das  des  Plasmas  (vgl.  vor  allem  die  Ergebnisse  der  Mikroinjek- 
tionsversuche von  Chambers).  Allem  Anschein  nach  fehlt  — jeden- 
falls bei  Echinodermeneizellen  — die  sogenannte  acid  of  injury- 
Beaktion  des  Zellkernes  im  Gegensatz  zum  Plasma,  denn  bei  Cytolyse 
veränderten  sich  die  Farbtöne  der  Indikatoren  in  den  Kernen  nicht. 

Die  leicht  alkalische  Reaktion  des  lebenden  Zellkernes  trotz  seines 
Gehaltes  an  sauren  Kerneiweißen  braucht  keineswegs  zu  überraschen, 
da  die  stark  dispergierten  Eiweiße  als  Ampholyte  in  einer  gepufferten 
Lösung  anders  reagieren  können  als  im  gefällten  und  entmischten 
Zustande,  bzw.  da  infolge  des  Solvatmantels  die  Ladung  der  Eiweiß- 
teilchen nicht  zur  Geltung  kommt  oder  vielleicht  auch,  weil  bei  den 
Eiweißkörpern  eine  Art ,, innerer  Salzbildung“  stattfindet.  So  weisen 
z.  B.  ja  auch  in  dem  alkalisch  reagierenden  Eiweiß  des  Hühnereies 
die  Eiweißkörper  im  gefällten  Zustande  einen  relativ  niedrigen  iso- 
elektrischen  Punkt  auf.  Außerdem  aber  gibt  es  auch  relativ  saure, 
stärker  lichtbrechende  und  ohne  weiteres  vital  mit  basischen  Farb- 
stoffen färbbare  Zellkerne,  wie  z.  B.  in  den  allerdings  sehr  vergäng- 
lichen Follikelzellen  des  fertigen  Ciona- Eies. 

Ob  der  lebende  Zellkern  ein  charakteristisches,  vom  Plasma  ab- 
weichendes Redoxpotential  besitzt,  ist  noch  nicht  sicher  bekannt. 
In  einigen  Fällen  tritt  jedoch  eine  vitale  Farbstoff reaktion  im  Kern 
früher  oder  auch  später  ein  als  im  Plasma.  Vielleicht  steht  der 
relativ  hohe  Glutathion  geh  alt  des  Zellkernes  (so  nach  Dtjlzetto  und 
Ries  im  Kern  von  Ei-  und  Furchungszellen  der  Seeigel,  nach  Ries 
bei  denselben  Zelltypen  der  Ringelwürmer  Chaetopterus  und  N er  eis, 
der  Schnecke  Pleurobranchaea  u.  a.)  im  Zusammenhang  mit  einem 
abweichenden  Redoxpotential.  Nach  Mikroinjektions versuchen  von 
Redoxindikatoren  in  den  Zellkern  scheint  sich  dieser  allerdings  recht 
indifferent  zu  verhalten:  reduzierte  Farbstoffe  wurden  nicht  oxydiert 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  15b 
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und  die  oxydierte  Form  nach  Injektion  nicht  reduziert  (Cohen, 
Chambers  und  Kezntkoff  bei  Amoeba  dubia). 

Nach  allen  bisher  vorliegenden  Befunden  ist  es  jedenfalls  unmög- 
lich, von  einem  charakteristischen  pH,  rH  und  IEP  der  Zellkerne 
oder  auch  nur  des  Chromatins  zu  sprechen.  In  den  physiologischen 
Eigenschaften  des  Kernes  scheint  dieselbe  Vielfalt  zu  herrschen,  die 
auch  morphologisch  im  Kernbau  zum  Ausdruck  kommt. 

Die  spezifische  Schwere  des  gesamten  Kerns  scheint  nach 
Zentrifugierversuchen  an  verschiedenem  Material  im  allgemeinen 
größer  zu  sein  als  die  des  Hyaloplasmas. 

Über  die  physikalischen  Eigenschaften  des  Zellkernes 
wissen  wir  durch  Mikromanipulatorversuche,  daß  sein  Inhalt  leicht 
verschiebbar  und  mithin  flüssig,  jedenfalls  viel  weniger  viscös  ist 
als  das  Cytoplasma.  So  stellte  Nagel  (1925)  fest,  daß  im  Kernraum 
von  Zellen  aus  Salamander-  und  Axolotllarven  die  Mikronadel  frei 
bewegt  werden  kann,  während  im  Plasma  ein  Stichkanal  erhalten 
bleibt.  Auch  Chambers  konnte  die  Nucleolen  im  Kernraum  frei 
verschieben.  In  isolierten  Eizellen  von  Amphibien  sinkt  ein  Teil 
der  Nucleolen  vielfach  auf  den  Boden  des  Kerns.  Schließlich  kann 
der  Kerninhalt  von  der  Mikropipette  eingesogen  werden.  Es  ist 
auch  vielfach  zu  beobachten,  wie  platzende  Kerne  ihren  Inhalt 
ins  Plasma  ausfließen  lassen.  Andererseits  sollen  die  Zellkerne 
eine  bedeutende  Elastizität  besitzen,  was  ebenfalls  durch  Mikro- 
manipulatorversuche festgestellt  wurde.  Diese  Elastizität  beruht 
aber  m.  E.  in  einigen  Fällen  sicher  auf  Eigenschaften  der  Membran 
und  läßt  mithin  keine  Schlüsse  über  die  Beschaffenheit  des  Kern- 
inhaltes zu. 

Über  das  Problem,  wie  sich  eine  relativ  geringe  Viscosität  mit  einer  meß- 
baren Elastizität  vereinigen  läßt,  entwickelte  W.  Seifriz  (1928)  bestimmte 
Vorstellungen:  Danach  ist  die  Elastizität  des  lebenden  Plasmas  durch  das 
Vorkommen  stäbchenförmiger  Micelle  zu  erklären.  Nach  Seifriz  gibt  es 
Seifenlösungen,  die  bei  meßbarer  Elastizität  eine  sehr  geringe  Viscosität 
besitzen.  Dies  gilt  nur  für  Seifenlösungen  mit  stäbchenförmigen  Micellen 
(lineare  oder  fibrilläre  Metastruktur),  die  sich  untereinander  verfilzen  können, 
während  Lösungen  mit  kugelförmigen  Teüchen  (emulsoide  Metastruktur 
nach  Seifriz)  völlig  unelastisch  sind.  Die  linearen  Bausteine  des  Plasmas 
sollen  ,, Komplexe  stäbchenförmiger  Aminosäuren,  also  stäbchenförmige 
Proteine“  sein.  Nach  Seifriz  enthält  der  Kern  der  Amphibienerythrocyten 
eine  Emulsion,  die  als  grobe  Struktur  mikroskopisch  sichtbar  werden  kann 
und  bei  Koagulation  Granula  bildet.  Die  Elastizität  dagegen  soll  auf  der 
linearen  Metastruktur  der  sog.  zusammenhängenden  viscösen  Phase  beruhen, 
der  im  fixierten  Präparat  die  Gerüststruktur  entspricht. 
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Einen  zuverlässigen  Nachweis  des  submikroskopischen  Baues  des 
Chromatins  aus  stäbchenförmigen  Micellen  erbrachte  neuer- 
dings W.  J.  Schmidt  (1937).  Im  Kuhekern  ist  das  Chromatin  stark 
gequollen,  und  seine  Teilchen  sind  dementsprechend  so  weitgehend 
desorientiert,  daß  zumeist  keine  Doppelbrechung  vorhanden  ist. 
Durch  entquellende  Mittel,  wie  z.  B.  Alkohol,  oder  durch  Ausziehen 
und  Ausstreichen  entstehen  jedoch  aus  Isosporenkernen  verschiedener 
Kadiolarien,  aus  verschiedenen  Chromosomenstadien,  ebenso  wie  in 
Modellversuchen  mit  a-thymonucleinsaurem  Natrium  negativ  ein- 
achsig doppelbrechende,  pleochroitisch  färbbare  Chromatinfäden. 
In  derselben  Weise  tritt  vielfach  Doppelbrechung  bei  Ausbildung 
der  Chromosomen  und  der  Spermien  ein  (s.  S.  13).  Sehr  eindrucks- 
volle Bilder  erhielt  W.  J.  Schmidt  z.  B.  bei  den  Zellteilungen  früher 
Entwicklungsstadien  von  Seeigeln  und  durch  Alkoholentquellung 
der  Speicheldrüsenkerne  von  Chironomus-lu&Tven. 

In  diesen  Versuchen  tritt  je  nach  dem  Grade  der  Entquellung 
zunächst  positive  Formdoppelbrechung  oder  ,,bei  dichterem  Anein- 
anderlagern der  Teilchen  negative  Eigendoppelbrechung“  ein.  Dar- 
aus ist  nach  allen  bisherigen  Erfahrungen  mit  Sicherheit  zu  schließen, 
daß  ,,das  Chromatin  aus  gestreckten  negativ  einachsig  doppel- 
brechenden Submikronen  besteht,  welche  die  ausgesprochene  Neigung 
besitzen,  sich  vor  allem  unter  dem  Einfluß  von  Entquellung  parallel 
zu  ordnen  und  doppelbrechende  fibrilläre  Strukturen  zu  liefern“. 
Daher  sind  ,,die  Spießform  des  chromatischen  Anteils  der  meisten 
Spermien  und  die  Fadengestalt  der  Chromosomen  der  grobmorpho- 
logische Ausdruck  der  linearen  parallel  gelagerten  Micelle“,  ,,und 
die  Längsspaltung  der  Chromosomen  bei  der  Zellteilung  hat  ihre 
morphologische  Unterlage  in  ihrem  fibrillären  Feinbau“. 

6)  Gründe  für  die  Annahme  einer  funktionellen  Be- 
deutung des  ,, Ruhekerns“  im  Zellhaushalt.  Bekanntlich 
enthalten  alle  tätigen  und  stoffwechselphysiologisch  stark  bean- 
spruchten Zellen  Kerne,  sofern  sie  nicht  nur  eine  beschränkte 
Lebensdauer  und  Funktionsperiode  haben  (wie  z.  B.  die  roten 
Blutkörperchen  der  Säugetiere).  Oft  ist  auf  dem  Höhepunkt 
der  Funktionsperiode  eine  besondere  morphologische  Entfal- 
tung des  Kernapparates  festzustellen  (mächtige  Vergrößerung 
und  Lappung  des  Zellkernes  in  Nährzellen  und  Spinndrüsenzellen 
von  Insekten,  Kernfortsätze  in  Richtung  auf  den  sekretorisch  tätigen 
Abschnitt  bei  manchen  Drüsenzellen,  ,, Kernerschöpfung“  nach  der 
sekretorischen  Phase  z.  B.  in  Drüsenzellen  von  Helix  usw.).  Darüber 
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hinaus  entspricht  wohl  allgemein  einem  gegebenen  Plasmavolumen 
(abzüglich  Paraplasma  ? ) ein  bestimmtes  Kernvolumen,  so  daß  sich 
eine  bestimmte  Kernplasmarelation  auf  stellen  ließ  (R.  Hert- 
wig), die  bei  Vergrößerung  (bzw.  auch  sogar  bei  experimenteller  Ver- 
kleinerung, z.  B.  bei  Amoeba,  vgl.  P.  Krüger)  des  Zelleibes  eingehalten 
wird  (s.  S.  303  über  rhythmisches  Kernwachstum).  Die  ursprünglich 
von  Hertwig  mit  der  Kernplasmarelation  verbundenen  Vorstellungen 
über  die  Bedeutung  der  Kernplasmaspannung  für  die  Auslösung 
der  Zellteilung  haben  heute  allerdings  wohl  nur  noch  begrenzte  Be- 
deutung (vgl.  die  ausführliche  Erörterung  dieser  Fragen  bei  M.  Hart- 
mann 1933).  Weiterhin  ergaben  Zerschneidungsversuche  von  Zellen, 
Kernexstirpation,  sowie  Abtötung  des  Kernes  durch  Bestrahlung,  daß 
entkernte  Zellen  und  Plasmaportionen  unter  Umständen  zwar  noch 
einige  Zeit  funktionieren  können,  dann  aber  doch  absterben.  Kern- 
lose Plasmateile  von  Flimmerzellen  wimpern  nur  vorübergehend 
weiter  und  kernlose  Plasmaportionen  von  Amoeben  vermögen  zu- 
nächst noch  Nahrung  aufzunehmen,  gehen  dann  aber  noch  vor  Be- 
endigung der  Verdauung  zugrunde.  V.  Schwartz  (1935)  züchtete 
den  Ciliaten  Stentor  coeruleus  ohne  Mikronuclei  weiter.  Makro- 
nucleuslose  Tiere  sind  dagegen  nicht  mehr  zu  normaler  Degeneration 
und  Verdauung  fähig  und  vermögen  nur  kurze  Zeit  zu  überleben. 
Dagegen  konnte  Hämmerling  kernlose  Stücke  der  Alge  Acetabularia 
auf  einem  bestimmten  Entwicklungsstadium  drei  Monate  lang  am 
Leben  erhalten.  Die  Stücke  wuchsen,  atmeten  und  bildeten  Chloro- 
phyll, auch  spezifische  Formbildungsprozesse  waren  an  ihnen  zu 
beobachten,  nur  zur  Fortpflanzung  waren  sie  nicht  fähig. 

Im  Gegensatz  zu  den  Vorstellungen  über  die  Kernplasmarelation 
ließ  sich  die  Chromidientheorie  (R.  Hertwig,  R.  Goldschmidt 
u.  a.)  nicht  in  ihrer  späteren  extremen  Form  aufrechterhalten.  Da- 
nach sollten  viele  oder  auch  alle  Leistungen  im  Plasma  auf  den 
Kern  zurückzuführen  sein.  Er  wurde  als  das  eigentliche  Bildungs- 
zentrum angesprochen,  von  dem  Vorstufen  von  Sekreten,  Exkreten 
und  Fibrillen  als  mit  Kernfarbstoffen  färbbare  „Chromidien“  an  das 
Plasma  abgegeben  wurden.  (In  der  ursprünglichen  Fassung  sollten 
die  Chromidien  der  Protisten  als  eine  nicht  kernartig  organisierte 
Chromatinmasse  im  Plasma  sogar  generative  Bedeutung  haben.) 
Nachdem  sich  herausstellte,  daß  die  Färbbarkeit  mit  Kernfarb- 
stoffen keineswegs  als  hinreichendes  Kriterium  für  die  Herkunft  der 
betreffenden  Strukturen  aus  dem  Kern  bzw.  für  die  Chromatinnatur 
gelten  kann,  und  eine  große  Reihe  der  Angaben  über  Kernextrusionen 
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sich  als  auf  Fixierungsartefakten  oder  Kunstprodukten  infolge  der 
Schneidetechnik  bzw.  als  auf  Beobachtungsfehlern  beruhend  erwies, 
wurde  zeitweise  von  den  orthodoxen  Cytogenetikern  das  Vorkommen 
der  Chromidien  überhaupt  geleugnet.  Zweifellos  treten  jedoch  in 
einigen  Zelltypen  (z.  B.  häufig  in  wachsenden  Eizellen,  in  manchen 
Drüsenzellen)  tatsächlich  geformte  Bestandteile  aus  dem  Kern  in 
das  Plasma  über.  Der  Durchtritt  erfolgt  entweder  bei  anscheinend 
intakter  Kernmembran  oder  ist  deutlich  mit  lokaler  Membranauf- 
lösung oder  -Veränderung  verbunden  (vgl.  z.  B.  den  ,, Schleusen- 
mechanismus“ nach  Berg-).  Die  austretenden  Substanzen  ent- 
sprechen wohl  meist  in  ihrer  Färbbarkeit  und  vielleicht  auch  Lös- 
lichkeit und  Morphogenese  den  Nucleolen.  Ihr  Schicksal  im  Plasma 
ist  in  den  meisten  Fällen  unklar.  Sie  scheinen  sich  aufzulösen,  in 
manchen  Eizellen  aber  auch  zu  Eiweißdotterschollen  heranzuwachsen 
(Kies  1932)  oder  akzessorische  Kerne  zu  bilden  (Büchner). 
Die  meisten  Angaben  über  das  Vorkommen  von  Chromidien  in 
Drüsenzellen  sind  mit  größter  Vorsicht  aufzunehmen,  da  sie  auf 
unkritischen  Beobachtungen  beruhen  (vgl.  z.  B.  die  ,, Sekretbildung 
durch  Kernvakuolisierung“  in  Oenocyten  von  Insekten,  sowie  den 
Austritt  von  Kerninhalt  ins  Plasma  in  Spinndrüsenzellen  von 
Schmetterlingen  nach  Maziarski,  die  in  mehreren  allgemeinen  Dar- 
stellungen übernommen  wurden). 

Das  Auftreten  von  Chromidien  in  wachsenden  Eizellen  und  tätigen 
Drüsenzellen  läßt  vermuten,  daß  es  sich  um  Vorgänge  handelt,  die  in  funk- 
tioneller Hinsicht  mit  der  starken  Oberflächenvergrößerung  durch  Kern- 
verästelung und  Entwicklung  von  Nucleolarsubstanz  vergleichbar  sind, 
wie  sie  auch  andere  Ei-  und  Drüsenzellen  zeigen  (z.  B.  Eizellen  von  Mücken, 
Spinndrüsenzellen,  Nährzellkerne  von  Insekten  usw.).  Um  weitere  Ver- 
wirrung in  der  Literatur  zu  vermeiden,  sollte  nur  dann  von  Chromidien 
gesprochen  werden,  wenn  der  Nachweis  einer  Abgabe  basophüer  Strukturen 
vom  Kern  an  das  Plasma  sicher  erbracht  ist.  Im  übrigen  wäre  es  wünschens- 
wert, wenn  die  wenigen  gesicherten  Fälle  vergleichend  und  kritisch  unter- 
sucht würden,  und  dabei  auch  das  Verhalten  dieser  Strukturen  gegen  Fer- 
mente, im  ultravioletten  Licht,  gegenüber  der  Nuclealreaktion,  sowie  ihre 
Morphodynamik  eingehender  analysiert  würde. 

Dabei  ist  allerdings  ausdrücklich  festzustellen,  daß  die  Chromidien  keines- 
wegs Nucleinsäure  zu  enthalten  brauchen.  Weiterhin  ist  nicht  zu  verlangen, 
daß  ihre  Lösungsreaktionen  gegen  Fermente  spezifisch  sein  müssen  (vgl. 
S.  146).  In  den  meisten  Fällen  werden  sie  sich  wohl  auch  in  dieser  Beziehung 
wie  typische  Nucleolarsubstanzen  verhalten.  Dagegen  fand  M.  Jörgensen 
(1913)  in  Versuchen,  die  leider  bisher  nie  systematisch  wieder  aufgenommen 
wurden,  daß  ,,das  basichromatische  Eiplasma  mit  seinen  Ergastoplasmen“ 
unverdaulich  durch  Pepsinsalzsäure  ist  und , , demnach  wahrscheinlich  Nuclein- 
säure enthält“  ( ?).  Dagegen  waren  die  oxyphilen  Chromosomenstrukturen 
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im  wachsenden  Eikern  verdaulich.  V.  Jollos  konnte  das  sog.  Chromidialnetz 
von  Arcella  durch  Pepsin  und  Trypsin  im  Gegensatz  zu  den  Kernstrukturen 
lösen  (vgl.  M.  Hahtma^stn  1933).  In  dieselbe  Richtung  wie  die  Angaben 
von  Jöbgensen  weisen  die  Versuche  von  M.  van  Herwerden  (1913): 
durch  Nucleasen  aus  Rindermilz  wurden  die  als  Chromidien  bezeichneten 
basophilen  Körnchen  einiger  Echinodermeneier  im  Gegensatz  aHerdings  zur 
Kernsubstanz  und  zum  Nucleolus  aufgelöst.  Nach  dem  Ausfall  dieser  Ver- 
suche soffen  die  Chromidien  Nuclein  enthalten.  Hier  wären  also  neuere 
Nachprüfungen  mit  den  modernen  Methoden  sehr  wünschenswert. 

In  einigen  Fällen  entstehen  Reservesubstanzen,  Sekrete  und 
Exkrete,  die  normalerweise  im  Plasma  auf  treten,  im  Kern  bzw. 
werden  dort  gespeichert.  So  konnte  z.  B.  Berg-  paraplasmatisch 
abgelagertes  Glycogen  und  Eiweißkristalloide  u.  a.  im  Kern  der 
Leberzelle  nachweisen.  Wohl  noch  seltener  wurden  Neutralfette 
im  Kern  angetrofEen  (vgl.  S.  232;  Literaturangaben  bei  A.  Kie- 
sel). Biedermann  fand  Eiweißkristalloide  in  Darmepithelzellen 
des  Mehlwurms.  Scharrer  stellte  in  neurokrinen  Zellen  verschie- 
dener Wirbeltiergruppen  typische  Sekretbildung  in  Kernvakuolen 
fest.  Neuerdings  beschreibt  K.  Apitz  (1937)  reiche  Pigmentbildung 
in  Zellkernen  von  Pigmentnaevi  und  von  Melanosarkomen,  während 
in  verschiedenen  Myelomen  Russelsche  Körperchen  im  Kern  auftreten. 
Frühere  Angaben  über  Pigmentextrusion  aus  dem  Kern  (von  Szily  , 
Jeliaskowa-Paspalewa  u.  a.)  sind  dagegen  mit  Recht  neuerdings 
abgelehnt  worden  (vgl.  vor  allem  I.  Fischer  1937).  Apitz  schließt 
aus  seinen  Beobachtungen,  daß  der  Kern  normalerweise  ein  Pro- 
sekret in  morphologisch  nicht  faßbarer  Weise  an  das  Plasma  abgibt, 
das  dort  „ausreift“,  und  daß  dieser  Vorgang  bei  gestörtem  Kern- 
stoffwechsel sich  innerhalb  der  Kernmembran  vollzieht. 

In  allen  diesen  Fällen  handelt  es  sich  jedoch  um  spezielle  Er- 
scheinungen, die  in  keiner  Weise  für  eine  allgemeine  Vorstellung 
über  die  Rolle  des  Kernes  im  Haushalt  der  Zelle  ausgewertet  werden 
können.  Alle  in  dieser  Richtung  unternommenen  Versuche  schei- 
terten bisher  an  den  verschiedensten  Schwierigkeiten. 

So  wurde  z.  B.  im  Kern  ein  „Katalysationszentrum“  oder 
Ferme  nt  Speicher  vermutet.  Aber  die  Versuche  von  H.  Holter 
ergaben  mit  Sicherheit,  daß  jedenfalls  Peptidase  und  Katalase  nicht 
in  größeren  Mengen  im  Zellkern  enthalten  sein  können  (s.  S.  209), 
während  für  den  Fermentgehalt  des  Zellkerns  bisher  kein  einziger 
wirklicher  Beweis  angeführt  werden  kann. 

Auch  die  Befunde,  nach  denen  Kernstrukturen  eisenhaltig  sein 
und  u.  a.  die  Benzidinreaktion  auf  Peroxydasen  geben  sollen,  sind 
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recht  kritisch  zu  beurteilen  (s.  S.  192).  Es  ist  zumindest  bedenklich, 
daß  bei  makrochemischen  Analysen  überhaupt  kein  Eisen  oder  nur 
in  sehr  geringfügigen  (s.  S.  229)  und  wechselnden  Mengen  festzu- 
stellen war.  Der  Eisengehalt  wird  überdies  vielfach  oder  ausschließ- 
lich nur  dann  histochemisch  nachweisbar,  wenn  die  Kerne  nach  der 
langwierigen  Methode  von  Macallum  zum  Nachweis  maskierten 
Eisens  behandelt  werden.  Die  Gefahr  einer  sekundären  Eisen- 
adsorption durch  die  Chromatinstrukturen  aus  der  Umgebung 
ist  dabei  nicht  auszuschließen.  Der  sehr  empfindliche  Rhodan- 
nachweis für  maskiertes  Eisen  war  jedenfalls  in  einigen  Versuchen 
bei  verschiedenen  Kerntypen  negativ.  Dasselbe  gilt  für  die  Benzidin- 
reaktion, die  um  so  positiver  ausfällt,  je  später  nach  dem  Zelltode 
fixiert  wird,  und  die  bei  vielen  Zelltypen  bei  sofortiger  Durchführung 
negativ  ist  [vgl.  u.  a.  Pkekant  (1924),  Ries  1937)].  Noch  größer 
ist  die  Gefahr  einer  Täuschung  bei  der  Leukomethylenblaureaktion, 
die  durch  sekundäre  Adsorption  an  den  Kernstrukturen  sowohl  bei 
vitaler  als  auch  postmortaler  Anwendung  häufig  positiv  sein  kann. 

Unna  entwickelte  die  Vorstellung,  daß  der  Kern  der  zentrale  Sauerstoff  - 
Speicher  sei;  vor  allem  sollte  dem  Nucleolus  als  ,, Globulinkügelchen“  ,,von 
seiner  Nucleinhülle  beständig  etwas  aktivierter  Sauerstoff  zufließen“  usf.  — 
Für  Heidenhain  aber  bedeutet  die  Nucleolarsubstanz  nur  abgelagertes  Eiweiß : 
der  wachsende  Eikern  nimmt  aus  dem  Plasma  eiweißreiche,  phosphorarme 
Stoffe  auf,  aus  denen  er  unter  Abspaltung  von  phosphorarmem  Eiweiß, 
das  als  Nucleolarsubstanz  liegenbleibt,  phosphorreiches  Basichromatin 
aufbaut.  Noch  weiter  ging  V.  Haecker  in  seiner  Deutung  der  Nucleolar- 
substanz als  Exkretprodukt  des  Kernstoffwechsels.  Tatsächlich  ist  uns 
auch  heute  noch  die  Nucleolarsubstanz  chemisch  wie  funktionell  völlig  un- 
bekannt, zumal  sich  die  Vorstellungen  von  Unna,  Heidenhain  u.  a.  leicht 
durch  eingehendere  histochemische  Untersuchungen  und  Überlegungen 
bzw.  sogar  schon  durch  die  vergleichende  Untersuchung  verschiedener 
Kerntypen  erledigen  lassen. 

Zusammenfassend  können  wir  feststellen,  daß  viele  Anzeichen 
für  eine  funktionelle  Bedeutung  des  „Ruhekernes“  für 
die  Leistungen  der  Zelle  sprechen.  Dagegen  fehlen  sichere 
Anhaltspunkte  einer  generellen  Bedeutung  des  Kernes  bei  bestimmten 
Funktionen  der  tätigen  Zelle  (vgl.  auch  S.  282). 

b)  Das  Grundplasma 

Als  Grundplasma  oder  Hyaloplasma  wird  die  Grundsubstanz  des 
Zellkörpers  abzüglich  des  Kernes  und  der  geformten  Bestandteile, 
die  Organellcharakter  haben  oder  paraplasmatischer  Natur  sind, 
bezeichnet. 
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Die  Fragen  nach  dem  Aggregatzustand  des  Protoplasmas  und 
seinem  mikroskopischen  Bau  sind  heute  durch  die  Kolloidchemie 
dahin  entschieden  worden,  daß  es  als  kolloidales  System  alle  Zu- 
stände von  flüssig  mit  geringer  Viscosität  (Sol)  bis  zu  steif  gallertiger 
Beschaffenheit  (Gel)  und  hoher  Viscosität  und  Elastizität  annehmen 
kann.  Stets  handelt  es  sich  um  heterogene  Systeme,  wahrscheinlich 
mit  mehreren  Phasen.  Manchmal  ist  das  Vorhandensein  typischer 
Schäume  entsprechend  der  alten  Bütschlischen  Vorstellung  festzu- 
stellen. In  der  Kegel  erscheint  das  Hyaloplasma  jedoch,  wie  schon 
der  Name  sagt,  im  Hell-  und  Dunkelfeld  als  eine  homogene,  optisch 
leere  Masse. 

Sicher  existiert  keine  allgemein  gültige  mikroskopische 
Grundstruktur  des  Protoplasmas  entsprechend  den  Theorien 
von  Altmahn,  Flemming,  Frommah  und  Bütschli.  Diese  Vor- 
stellungen waren  nicht  zuletzt  durch  Brückes  (1861)  theoretische 
Forderung  einer  besonderen  Struktur  der  Elementarorganismen  aus- 
gelöst worden.  „Wir  müssen  deshalb  den  lebenden  Zellen,  abgesehen 
von  der  Molekularstruktur  der  organischen  Verbindungen,  welche 
sie  enthält,  noch  eine  andere  und  in  anderer  Weise  komplizierte 
Natur  zuschreiben,  und  diese  ist  es,  welche  wir  mit  dem  Namen 
Organisation  bezeichnen.“  Diese  besondere  Organisation  ist  nach 
unseren  modernen  Erfahrungen  im  submikroskopischen  Bau  be- 
gründet und  bildet  überdies  in  den  verschiedenen  Histosystemen 
auch  Strukturen  mikroskopischer  Größenordnung. 

Die  moderne  Protoplasmaforschung  hat  eine  Fülle  von  Material 
über  die  physikalisch-chemischen  Eigenschaften  des  Grundplasmas 
erbracht.  Davon  kann  hier  nur  das  prinzipiell  Wesentliche  ange- 
deutet werden. 

Die  Viscosität,  das  am  meisten  untersuchte  Merkmal  des  Zu- 
standes der  Zellkolloide,  ändert  sich  in  charakteristischer  Weise 
während  der  Zellteilung  (vgl.  S.  26)  und  im  Laufe  der  Zellent- 
wicklung und  -diff erenzierung : die  embryonalen  Zellen  besitzen 
meist  ein  relativ  weniger  viscöses,  stärker  verquollenes  Plasma  als 
die  differenzierten  Gewebe.  Auch  während  des  Bef ruchtungs Vor- 
ganges (vgl.  S.  258)  sowie  im  Verlauf  des  Arbeitsrhythmus  ver- 
schiedener Zelltypen  sind  Viscosität s Veränderungen  festzustellen. 
Weiterhin  reagiert  das  Plasma  ebenso  wie  manche  unbelebten 
Kolloide  auf  mechanische  Beanspruchung,  wie  Schütteln,  Berührung 
und  Anstechen  mit  Verflüssigung  (tixotrope  Reaktion  nach  Freund- 
lich, vgl.  verschiedene  Arbeiten  von  Peterfi),  und  endlich  sind  die 
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Viscositäts Verhältnisse  durch  quellende  und  entquellende  Salze  zu 
beeinflussen. 

Die  kolorimet rischen  pH -Bestimmungen  wurden  auf  S.  62  be- 
sprochen Sie  ergaben  ein  pH,  das  sich  etwa  zwischen  den  Werten  6 — 8 
bewegt,  wobei  aber  vielfach  keine  Klarheit  über  die  vitalfärbbare 
Phase  besteht.  Wahrscheinlich  handelt  es  sich  im  wesentlichen  um 
das  wäßrige  Dispersionsmittel  der  Zellkolloide,  doch  ist  der  Anteil 
der  Farbstoff adsorption  durch  die  Zellkolloide  nicht  zu  übersehen. 
Auch  die  Lösung  des  Farbstoffes  in  Lipoiden  ist  nicht  abzuschätzen 
und  der  — an  sich  wohl  geringfügige  — ■ Salzfehler  wohl  kaum  ganz 
auszuschalten.  Nach  Spek  (1937)  gibt  die  vitalfärberische  Analyse 
hingegen  im  wesentlichen  nur  Aufschlüsse  über  das  ,,pH  der  Kolloide“, 
von  denen  die  Indikatoren  adsorbiert  werden,  und  nur  die  Injektion 
saurer  Indikatoren  soll  vielleicht  Rückschlüsse  auf  das  pH  des  wäß- 
rigen Dispersionsmittels  zulassen.  Doch  gelten  diese  Bedenken 
wohl  in  erster  Linie  nur  für  expipettiertes  Material  und  für  Plasma, 
das  in  stärkerem  Maße  geformte  und  ungeformte  Reservematerialien 
angereichert  hat,  während  die  Biokolloide  im  Hyaloplasma  der  un- 
geschädigten  Zelle  m.  E.  größtenteils  vor  der  Farbstoff  adsorption  ge- 
schützt sind,  so  daß  die  Speicherung  nur  in  Koazervatsystemen  eintritt 
(s.  S.  45).  Messungen  an  Zellbrei,  verletzten  Zellen  usw.  enthalten 
stets  Fehlerquellen.  Eine  Reihe  zu  tiefer  Werte  dürfte  z.  B.  auf  der 
Denaturation  von  Eiweißkörpern  nach  dem  Zelltode  und  der  damit 
veränderten  Farbstoffadsorption  beruhen  (s.  S.  321). 

Charakteristisch  für  das  Grundplasma  ist  seine  Pufferung. 
Zwar  läßt  sich  das  pH  der  lebenden  Zellen  durch  rasch  permeier  ende, 
lipoidlösliche  Säuren  und  Alkalien  (C02,  Ammoniak  usw.),  bzw. 
durch  Injektion  von  nicht  permeierenden  sauren  und  basischen  Sub- 
stanzen relativ  leicht  verschieben  (vgl.  Versuche  von  Chambers, 
Spek  und  Chambers);  aber  es  kehrt  sehr  bald  auf  seinen  alten  Wert 
zurück.  Er  beträgt  im  Regelfall  bei  einer  großen  Anzahl  der  ver- 
schiedensten Zelltypen  6,8 — 6,9,  solange  die  Vitalität  der  Zellen 
nicht  beeinträchtigt  ist. 

Das  rH  des  Grundplasmas  ist  abhängig  von  den  Sauerstoff  - 
werten  der  Umgebung.  Zweifellos  unterscheiden  sich  viele  Zellen 
durch  ihr  Redoxpotential  in  typischer  Weise  (vgl.  Tabelle  4); 
aber  trotzdem  sind  die  Grenzen  des  rH-Bereiches  für  die  verschie- 
densten Plasmen  überraschend  gleich.  Sie  liegen  etwa  zwischen 
rH  = 23  und  rH  = 5 — 6.  Die  von  Clark  u.  a.  ursprünglich  an- 
genommene ,,poising  action“  der  Redoxsysteme,  die  etwa  der 
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Pufferwirkung  in  bezug  auf  das  pH  zu  vergleichen  wäre,  hat  sich 
mithin  nicht  bestätigen  lassen. 

Bei  den  meisten  Stoffwechselleistungen  der  Zelle  spielt  das 
Grundplasma  eine  hervorragende  Rolle.  Zum  mindesten  dient  es 
stets  als  Substrat.  Optisch,  physikalisch-chemisch  und  auch  chemisch 
ist  überdies  vielfach  eine  Veränderung  im  Zusammenhang  mit  dem 
Arbeitsrhythmus  der  Zellen  festgestellt  worden,  ebenso  bei  der 
embryonalen  Differenzierung  der  Zellen. 

Durch  die  bahnbrechenden  Arbeiten  0.  Warbtjrgs  über  die  Ober- 
flächenkatalyse an  Strukturen  verbreitete  sich  die  Anschauung,  daß 
den  Zellstrukturen  eine  bedeutsame  Rolle  im  katalysatorischen  und 
fermentativen  Geschehen  zukäme.  Demgegenüber  ergaben  neuere 
Experimente,  daß  jedenfalls  die  mikroskopischen  Strukturen  oft 
nur  von  sekundärer  Bedeutung,  und  zwar  für  die  Speicherung 
sind.  So  konnte  H.  Holter  (1936)  nachweisen,  daß  die  Peptidase 
bei  verschiedenen  tierischen  Eizellen  im  Grundplasma  vorkommt 
(s.  S.  209).  Auch  die  Farbstoffreduktion  und  die  Leukobasenoxy- 
dation  sowie  die  Oxydasen-  und  Peroxydasenreaktionen  (vgl.  S.  192, 
195,  196)  erfolgen  in  den  meisten  Fällen  im  Grundplasma,  nicht  an 
oder  in  den  mikroskopischen  Strukturen.  Fixierte  Präparate  täuschen 
meistens  durch  Artefakte  und  sekundäre  Adsorptionen  besondere 
Fermentträger  vor  (vgl.  u.  a.  Rosklnt  1932,  Ries  1935 — 37).  Diese 
Auffassung  schließt  natürlich  nicht  die  Gültigkeit  der  Warburgschen 
These  über  die  Oberflächenkatalyse  an  Strukturen  aus,  sondern  be- 
sagt nur,  daß  es  sich  bei  jenen  „Strukturen“  vor  allem  um  solche 
feinbaulicher  (micellarer)  Art  handeln  muß,  nicht  aber  um  mikro- 
skopische Strukturelemente. 

Sicherlich  kommen  im  Grundplasma  auch  viele  histochemisch  zu 
erfassende  organische  und  anorganische  Substanzen  vor.  So  findet 
sich  z.  B.  das  leicht  extrahierbare  Glutathion,  das  wahrscheinlich 
für  das  Redoxpotential  der  Zelle  von  besonderer  Bedeutung  ist, 
vermutlich  frei  im  Plasma  (s.  S.  163)  bzw.  auch  gelöst  im  Kernsaft. 
Vitamin  C scheint  hingegen  überwiegend  granulär  gespeichert  zu 
werden.  Reservestoffe  kommen  wohl  vorwiegend  zunächst  oder 
vorübergehend  diffus  im  Grundplasma  vor  und  werden  dann  erst 
sekundär  niedergeschlagen  oder  granulär  gespeichert. 

Zum  Grundplasma  ist  auch  das  Ergastoplasma  (Garkeer, 
Laguesse,  Prenaht)  zu  rechnen,  das  meist  als  typisches  Fixierungs- 
artefakt bei  der  Eiweißfällung  aus  dem  Grundplasma  entsteht 
(vgl.  S.  116  und  Abb.  40).  Infolge  seiner  starken  Basophilie  und 
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seiner  typischen  Struktur  — es  ist  körnig,  fädig  oder  fädig-lamellös 
zerklüftet  — wurde  es  oft  mit  Mitochondrien,  präformierten  Fibrillen 
und  Granulis,  vor  allem  aber  mit  Chromidien,  ,, Nebenkernen“ 
und  dergleichen  verwechselt.  Außerdem  wird  es  auch  heute  noch 
vielfach  für  eine  typische  und  besondere  Struktur  der  lebenden 
Zelle  gehalten  und  als  ,, fibrilläres 
Fußplasma“  bezeichnet.  Doch  han- 
delt es  sich  zweifellos  in  vielen  Fällen 
um  ein  typisches  Fixierungsartefakt 
durch  starke  Eiweißfäller.  Es  tritt 
vor  allem  wohl  bei  starker  An- 
sammlung ergastischer  Eiweiß  - 
mengen  vor  der  Bildung  von  Se- 
kreten und  Reservestoffen  in  Er- 
scheinung und  erscheint  daher  für 
wachsende  Eizellen  vor  der  Dotter- 
bildung und  für  Drüsenzellen  zu 
Beginn  der  Sekretbildung  charak- 
teristisch. Möglicherweise  sind  aus 
der  Struktur  des  Ergastoplasmas 
bestimmte  Rückschlüsse  auf  eine 
Metastruktur  im  Plasma  der  leben- 
den Zelle  zu  ziehen,  doch  ist  diese  Frage  heute  noch  völlig  unge- 
klärt (vgl.  Ries  1935). 

Ein  besonders  lehrreiches  Beispiel  bieten  die  Mitteldarmzellen  der 
Schnecke  Planorbis  nach  Untersuchungen  von  H.  Lutz  (1922),  die 
ich  in  manchen  Punkten  bestätigen  kann.  Hier  tritt  in  der  Zelle 
vor  der  Sekretbereitung  eine  stark  basophile,  feinfädige,  auch  im 
Leben  sichtbare  Struktur  auf,  die  dann  in  der  ruhenden  Zelle  des 
Hungertieres  zu  ,, lockigen“  Wickeln,  fädigen  Wirbeln  und  schließ- 
lich zu  konzentrisch  geschichteten  bzw.  mehr  oder  weniger  homo- 
genen Schalenstrukturen  zusammensintern  kann.  Sie  werden 
schließlich  wohl  resorbiert,  und  die  Zelle  muß  bei  erneuter  Funktion 
die  Ergastoplasmafibrillen  von  neuem  bilden.  Es  ist  natürlich  aus- 
geschlossen, diese  Struktur,  die  im  Leben  sichtbar  ist,  ganz  bestimmte 
Veränderungen  erleidet  und  der  Pepsinveidauung  widersteht,  ein- 
fach nur  als  Fixierungsartefakt  abzutun.  Es  scheint  mithin  bei 
den  Ergastoplasmabildungen  alle  Übergänge  zu  geben  von  dem 
mikroskopisch  nur  als  Fixierungsartefakt  infolge  von  Vergröberung 
erscheinenden,  im  Leben  wohl  nur  als  Metastruktur  ausgebildetem 
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Abb.  40.  Ergastoplasma  in  den 
Zellen  der  Tintendrüse  von  Sepia 
officinalis.  Deutlich  fibrillär  dif- 
ferenziertes, basophiles  Fuß- 
plasma. Rechts  eine  mit  Melanin- 
körnchen beladene,  reife  Sekret- 
zelle. — Nach  Ries  (1936). 
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Ergastoplasma  der  Pankreaszelle  bis  zu  der  auch  im  Leben  gerade 
eben  sichtbaren  fibrillären  Struktur  in  den  Pigmentzellen  der  Tinten- 
drüse von  Sepia  (vgl.  Abb.  40),  vielleicht  auch  der  A stacus -Mittel- 
darmdrüsen (vgl.  Jacobs),  und  endlich  zu  den  Verhältnissen  in  den 
PkmorfoVMitteldarmdrüsenzellen.  Ja,  vielleicht  ist  auch  der  rätsel- 
hafte ,, Dotterkern“  (vor  allem  in  den  Eizellen  von  Spinnen,  Tausend- 
füßern, einigen  Wirbeltieren  u.  a.,  vgl.  A.  Koch)  als  Ergastoplasma- 
struktur  zu  deuten.  Es  wäre  wünschenswert,  die  Ergastoplasmafrage 
an  einem  größeren  Material  vergleichend  und  histophysiologisch  zu 
untersuchen.  Das  vor  allem  durch  A.  Fischer  (1899)  beschworene 
,, Gespenst  des  Fixierungsartefaktes“  könnte  vielleicht  bei  moderner 
Ausdeutung  den  Weg  zu  einer  tieferen  Erfassung  metastruktureller 
Eigenschaften  des  Hyaloplasmas  in  vielen  Geweben  weisen.  Charakte- 
ristisch für  das  Ergastoplasma  scheint  stets  auch  seine  größere  Dichte 
(nachweisbar  mit  Hilfe  der  Eisenhaematoxylinfärbung),  seine  starke 
Acidität  (bei  der  Pankreaszelle  liegt  der  IEP  des  Ergastoplasmas  tiefer 
im  sauren  Bereich  als  der  der  Chromatinstrukturen)  sowie  auch  sein 
Verhalten  gegenüber  Fermenten  (vgl.  S.  237)  zu  sein.  Aus  all  diesen 
Eigenschaften  ist  zu  schließen,  daß  das  Ergastoplasma  auf  der 
Ansammlung  besonderer  Substanzen,  wahrscheinlich  von  Eiweiß - 
natur,  im  Hyaloplasma  beruht. 

c)  Das  Centriol 

Nach  seiner  Entdeckung  durch  van  Beneden  bzw.  Boveri  (1887)  spielte 
das  Teilungsorganell  und  ,, dynamische  Zentrum  der  Zelle“  lange  Zeit  eine 
große  Rolle  in  der  cytologischen  Literatur.  Ist  das  Centriol  ein  Teilkörperchen 
mit  Organellcharakter,  das  sich  nur  aus  sich  heraus  durch  Teilung  ver- 
mehren kann  ? Wird  es  vielleicht  im  Plasma  neu  gebildet  bzw.  vom  Kern 
restituiert,  oder  liegt  es  bei  einigen  Zelltypen  während  der  Teilungsruhe 
der  Zelle  im  Kern  ? Das  waren  die  wesentlichsten  Fragen,  die  auch  heute 
noch  nicht  ganz  geklärt  sind.  Die  Merospermie,  d.  h.  die  Entwicklungs- 
anregung der  "vielfach  centriolfreien  Eizelle  durch  ein  Spermacentriol 
bei  Zugrundegehen  des  Chromatins  (normale  Merospermie  bei  bestimmten 
Bhabditis-Aiten  [Nematoden],  künstliche  Merospermie  bei  Besamung  mit 
artfremdem  Sperma  bzw.  bei  Inaktivierung  des  Chromatins  durch  Be- 
strahlung usw.)  spricht  für  die  Unersetzbarkeit  eines  einmal  verlorenge- 
gangenen Centriols.  Nach  anderen  Angaben  entstehen  sie  mitunter  auch 
de  novo  im  Plasma,  oder  es  bilden  sich,  so  z.  B.  nach  Büchner,  zahlreiche 
Sphären  und  Centriolen  im  Plasma  des  Seesterneies  bei  Behandlung  mit 
C02,  wobei  nicht  ganz  sicher  zu  entscheiden  ist,  ob  alle  auftretenden  Cen- 
triolen wirklich  durch  Teilung  aus  den  ursprünglich  vorhandenen  hervor- 
gegangen sind. 

Mehrfach  sind  Beziehungen  des  Centriols  zu  bestimmten  formativen 
Leistungen  in  der  Zelle  beschrieben  worden,  so  unter  anderem  die  Bildung 
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von  Centrosomen,  Periplasten,  Sphären,  Dotterkernen  und  fibrillären 
Differenzierungen,  auch  zum  Golgiapparat  sollen  vielfach  solche  topo- 
graphischer Art  bestehen. 

Dagegen  fehlen  ausgesprochen  histophysiologische  Untersuchungen  an 
Centriolen  wohl  vollständig,  zumal  das  allgemeine  Interesse  sich  heute 
anderen  Zellorganellen  zugewendet  hat.  Wir  wissen  daher  über  den  Chemis- 
mus und  über  das  physikalisch-chemische  Verhalten  des  Centriols  gar  nichts, 
obgleich  seine  doch  wohl  zumindest  orientierende  Rolle  bei  der  Mitose  eine 
eingehendere  moderne  Untersuchung  sehr  wünschenswert  erscheinen  läßt. 


d)  Die  Mitochondrien 

Vielleicht  auf  keinem  anderen  Gebiete  der  Cytologie  erscheinen  zur  Zeit 
hinsichtlich  Technik,  Methodik  und  Ergebnis  so  viele  wertlose  Arbeiten 
wie  über  die  Mitochondrien  und  den  Golgiapparat.  Trotz  der  ausgedehnten 
Literatur  sind  die  gesicherten  Befunde  daher  überraschend  mager.  Nur 
zum  Teil  ist  das  in  der  Materie  selbst  begründet.  Vielfach  liegt  eine  Unklar- 
heit der  Begriffe  und  eine  fehlerhafte  Deutung  der  Beobachtungen  oder, 
auch  eine  rein  kasuistische  Mitteilung  von  Zufallsbefunden  vor.  Es  erscheint 
daher  nötig,  die  verschiedenen  Zellorganelle  hier  kurz  zu  charakterisieren. 

Als  Mitochondrien,  Plastosomen,  Chondriokonten  usw.  bezeichnen 
wir  besondere,  stäbchenförmige,  fädige  oder  granulierte  Gebilde  des 
Plasmas  (Abb.  6,  S.  19  und  Abb.  27a,  S.  116).  Nach  E.  V.  Cowdry 
(1921)  existieren  etwa  50  (!)  verschiedene  Bezeichnungen  für  diese 
Strukturen  (vgl.  auch  Duesberg  1919).  Die  französischen  Autoren 
bezeichnen  sie  in  ihrer  Gesamtheit  meist  als  Chondriom.  Im  Leben 
heben  sie  sich  manchmal  schon  durch  ihre  stärkere  Lichtbrechung  vom 
Plasma  ab.  Im  typischen  Falle  sind  sie  vital  durch  Janusgrün  B, 
seltener  auch  durch  andere  basische  lipoidlösliche  Farbstoffe  darzu- 
stellen. Sie  sind  in  der  Regel  nur  duich  Lipoide  stabilisierende 
Fixierungsmittel  zu  erhalten  und  dann  als  sehr  dichte  Strukturen 
durch  verschiedene  Farbstoffe,  wie  z.  B.  Säurefuchsin,  Gentiana  violett, 
Kristallviolett  und  Eisenhaematoxylin  färbbar.  Sie  erscheinen  stets 
als  deutlich  abgrenzbare  Körperchen,  die  sich  allem  Anschein  nach 
nur  durch  Teilung  vermehren.  Ihre  Ableitung  von  anderen  Struk- 
- turen  wurde  zwar  mehrfach  beschrieben,  aber  bei  kritischer  Nach- 
prüfung nie  sicher  bestätigt.  Während  des  Arbeitsrhythmus  der 
Zellen  zeigen  die  Mitochondrien  stoffliche  und  gestaltliche  Verände- 
rungen, wahrscheinlich  kann  auch  ihre  Zahl  in  starkem  Ausmaß  mit 
dem  Arbeitsrhythmus  wechseln  (vgl.  dazu  auch  Abb.  6,  S.  19). 
Eine  unmittelbare  Umwandlung  zu  Sekreten,  Exkreten  und  besonderen 
Differenzierungen  ist  ebensooft  beschrieben  wie  abgestritten  worden. 
Heute  überwiegen  die  Stimmen,  die  den  Mitochondrien  eine  irgendwie 
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bedeutsame,  in  ihrem  Wesen  aber  noch  nicht  erkannte  Zwischenrolle 
im  Zellstoffwechsel  zuschreiben  (vgl.  u.  a.  A.  Guilliermond  1934). 
Die  unmittelbare  Umwandlung  von  Mitochondrien  in  der  wachsenden 
Eizelle  durch  Aufspeicherung  ergastischer  Eiweißstoffe  zu  Eiweiß  - 
dotterschollen  bzw.  auch  zu  anderen  Sekret-  und  Exkretkörpern  gehört 
vielleicht  zu  den  Ausnahmen,  kann  aber  jedenfalls  von  vornherein 
nicht  verneint  werden. 

Mehrere  Arbeiten  versuchen  den  Chemismus  der  Mitochon- 
drien zu  klären.  Ihr  Verhalten  gegenüber  Fixierungsmitteln, 
Solventien,  Farbstoffen,  bei  Verseifung  und  vielleicht  auch  das 
optische  Verhalten  (geringe  bis  fehlende  Doppelbrechung,  vielfach 
Aufleuchten  im  Dunkelfeld)  deutet  darauf  hin,  daß  die  Mitochondrien 
wahrscheinlich  eine  relativ  dichte,  gelartig  erstarrte,  eiweiß-  und 
vor  allem  lipoidreiche  Phase  darstellen.  Sehr  weitgehende,  allerdings 
keineswegs  genügend  begründete  Vorstellungen  über  Feinbau  und 
Ladungsverhältnisse  der  Mitochondrien  entwickelte  Robertson 
(vgl.  auch  M.  Parat  1928  sowie  E.  V.  Cowdry  1926). 

Neuerdings  versuchten  BenslEy  und  Hoerr  (1934)  eine  makro- 
chemische Analyse  isolierter  Mitochondrien  aus  der  Leber- 
zelle des  Meerschweinchens.  Die  Mitochondrien  wurden  durch 
wiederholtes  Zentrifugieren  des  Zellbreis  in  reiner  ( ? ) Aufschwem- 
mung gewonnen  und  getrocknet.  Nach  Fällungsversuchen  eines 
Alkohol-Ather-Chloroformextraktes  mit  Aceton  sollen  die  Mito- 
chondrien wahrscheinlich  weder  Lecithin  noch  Cephalin  enthalten. 
Ihr  Fettgehalt  beträgt  etwa  43,6°/0.  Außerdem  ließen  sich  aus  der 
Mitochondrienlösung  mit  verdünntem  Ammoniak  durch  Säurefällung 
zwei  Proteine  mit  verschiedenem  isoelektrischem  Punkt  gewinnen. 
Die  Befunde  können  aber  wohl  noch  nicht  verallgemeinert  werden, 
da  diese  Isolierungsmethode  keineswegs  eine  Gewähr  für  eine  Rein- 
darstellung mitochondrialer  Substanzen  bietet.  Es  ist  auch  bekannt, 
daß  gerade  die  Mitochondrien  der  Leberzelle  außerordentliche  quan- 
titative und  qualitative  Schwankungen  bei  verschiedener  Ernäh- 
rung oder  Behandlung  der  Versuchstiere  erleiden  (vgl.  z.  B.  Tonutti, 
1937).  Aber  die  Methode  von  Bensley  und  Hoerr  weist  jedenfalls 
doch  einen  Weg,  auf  welchem  dem  Problem  des  Aufbaues  und  der 
Bedeutung  der  Mitochondrien  näherzukommen  ist.  — In  einer 
folgenden  Arbeit  (R.  R.  Bensley,  1937)  wurde  folgende  Zusammen- 
setzung der  Mitochondrien  aus  der  Meerschweinchenleber  angegeben : 
Eiweißsubstanzen  und  unbekannte  Stoffe  64,67,  Glyceride  28,88, 
Lecithin,  Cephalin  usw.  4,2,  Cholesterin  2,25. 
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Diese  Werte  für  die  stoffliche  Zusammensetzung  der  Mitochondrien 
können  jedoch  wohl  auf  keinen  Fall  verallgemeinert  werden,  auch  wenn 
man  annimmt,  daß  sie  eine  richtige  Vorstellung  von  den  Mitochondrien 
der  Meerschweinchenleberzellen  vermitteln.  Denn  abgesehen  von  den 
periodischen  Veränderungen  mit  dem  Arbeitsrhythmus  (vgl.  S.  285)  oder 
nach  verschiedener  Fütterung  unterscheiden  sich  auch  die  Mitochondrien 
verschiedener  Zelltypen  weitgehend  voneinander.  So  fanden  z.  B.  auch 
Bensley  und  Hoerr  (1934)  große  Unterschiede  in  der  Resistenz  der  Mito- 
chondrien der  Axolotl-  und  der  Meerschweinchenleberzelle.  Z.  B.  wurden 
die  des  Axolotls  bei  längerer  Aufbewahrung  von  getrockneten  Rasiermesser- 
schnitten durch  gefrorene  Leber  sowie  nach  Einbettung  allmählich  unlöslich 
gegen  die  verschiedensten  Solventien,  wie  sogar  gegen  Vio  n-Ammoniak- 
lösung.  Daher  konnten  nach  Lösung  des  Zellbreis  in  Ammoniaklösung 
Mitochondrienausstriche  hergestellt  und  gefärbt  werden.  Die  Mitochondrien 
aus  Meerschweinchen-  und  Kaninchenleber  waren  auch  ohne  besondere 
Vorbehandlung  unlöslich  in  Wasser  und  Salzlösungen.  — Jeder,  der  sich 
bemüht  hat,  Mitochondrien  in  verschiedenen  Geweben  darzustellen j weiß 
wie  ungleichartig  ihr  Verhalten  gegen  Fixierungsmittel,  gegen  Säuren  und 
Fettlösungsmittel,  gegen  Alkalien,  quellende  und  entquellende  Substanzen 
sowie  bei  der  Färbung  und  Beobachtung  im  Hell-  und  Dunkelfeld  ist.  Diese 
Verschiedenheiten  sind  zum  Teil  jedenfalls  auf  einen  ungleichen  Lipoid- 
gehalt, vor  allem  aber  auf  verschiedene  Quellungs-  und  Entmischungszu- 
stände zurückzuführen. 

Es  ist  in  dieser  Hinsicht  lehrreich,  einen  Zelltyp  in  seinem  wechselnden 
Verhalten  während  des  Arbeitsrhythmus  wie  auch  bei  verschiedenen  Be- 
einflussungen so  eingehend  wie  möglich  kennenzulernen.  So  werden  z.  B. 
die  Mitochondrien  der  Pankreaszelle  unbehandelt  im  Hell-  wie  im  Dunkel- 
felde deutlich  sichtbar  etwa  zwischen  der  2. — 5.  Stunde  nach  Pilokarpin. 
Auf  diesem  Stadium  treten  weiterhin  osmiophile  und  vielfach  sogar  ,,sudano- 
phile“,  also  zweifellos  , ,lipoid“reichere  Anschwellungen  in  ihnen  auf.  Außer- 
dem aber  neigen  sie  jetzt  in  besonders  starkem  Maße  zur  Entmischung  und 
Quellung  bei  der  Fixation  und  können  überdies  mit  den  verschiedensten 
basischen  lipoidlöslichen  Vitalfarbstoffen  außer  Janusgrün  gefärbt  werden. 
Nach  der  5.  Stunde  klingen  diese  Veränderungen  wieder  ab,  und  die  granu- 
lierten Mitochondrien  werden  allmählich  wieder  zu  nicht  mehr  ohne  weiteres 
sichtbaren,  nicht  mehr  osmiophilen,  nur  noch  mit  Janusgrün  färbbaren, 
nicht  mehr  so  leicht  quellbaren,  langfädigen  Gebilden.  Aber  auch  auf  diesem 
,,Ruhe“-Stadium  lassen  sich  experimentell  ganz  entsprechende  Verände- 
rungen an  den  Mitochondrien  durch  Vitalfärbung  mit  einer  alkalischen 
Lösung  von  a-Naphthol  und  Dimethylparaphenylendiamin , also  durch  die 
Indophenolblau-Reaktion,  herbeiführen  (vgl.  S.  193).  Die  eigentliche  initiale 
Reaktion  setzt  zwar  zunächst  im  Grundplasma  ein,  darauf  treten  aber  die 
lipoidreichen  Körnchen  in  den  Mitochondrien  auf,  die  nun  zunehmend  den 
entstandenen  Farbstoff  intensiv  aufspeichern.  Dies  Beispiel  zeigt  uns  weiter- 
hin, wie  vorsichtig  man  in  der  Bewertung  der  Färbungserscheinungen  an 
den  Mitochondrien  bei  Ferment-Reaktionen  zu  sein  hat. 

Noch  einfacher  lassen  sich  die  Mitochondrien  in  den  Lymphocyten  der 
großen,  amerikanischen  Schabe  beobachten.  Aus  dem  abgeschnittenen 
Fühlerstumpf  läßt  sich  ein  Tropfen  Haemolymphe  gewinnen,  in  dem  stets 
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genügend  Lymphocyten  enthalten  sind,  die  nun  in  entsprechend  modifizierter 
Ringer-Lösung  oder  in  der  Haemolymphe  selbst  untersucht  werden  können. 
Stets  weisen  hier  die  meisten  Zellen  große,  „verquollene“,  stark  lichtbrechende 
Gebilde  auf,  die  nach  noch  unveröffentlichten  Untersuchungen  von 
R.  Ermhst  alle  typischen  Eigenschaften  von  Mitochondrien  bezüglich  Färb- 
barkeit und  Fixierbarkeit  besitzen.  Außerdem  können  sie  auch  einen  Form- 
wechsel von  schlankfädigen  Gebilden  bis  zu  Perlenketten  und  stark  licht- 
brechenden „verquollenen“  Tröpfchen  aufweisen  (vgl.  Abb.  6,  S.  19). 
Bei  starker  Belichtung  oder  längerer  Beobachtung  „platzen“  die  größten 
unter  ihnen  leicht,  wobei  sich  ihre  Substanz  restlos  mit  dem  Hyaloplasma 
mischen  kann,  ohne  daß  die  Vitalität  der  Zellen  augenscheinlich  leidet. 
Allmählich  aber  wird  die  Viscosität  des  Hyaloplasmas  immer  geringer, 
und  aus  der  normaler  Weise  fast  unmerklich  langsamen,  unorientierten 
Bewegung,  die  für  die  meisten  Plasmaeinschlüsse  typisch  ist,  wird  ein  heftiges 
Zittern  in  Brownscher  Molekularbewegung.  Das  später  erfolgende  Absterben 
der  Zellen  wird  endlich  ohne  weiteres  deutlich  durch  das  dann  erst  im  Dunkel- 
feld eintretende  diffuse  Aufleuchten  des  bis  dahin  optisch  leeren  Zellkerns 
sowie  durch  das  Aufhören  der  vitalen  Färbbarkeit. 

Weitere,  für  einfache  Untersuchungen  an  Mitochondrien  geeignete  Ob- 
jekte sind  z.  B.  Furchungszellen  von  der  Hühnchenkeimscheibe  und  vor 
allem  von  verschiedenen  dotterarmen  Entwicklungsstadien  mariner  Tiere, 
wie  z.  B.  von  Seeigeln.  Hier  sind  auch  schon  durch  Vitalfärbung  etwa  mit 
Neutralrot,  Toluidinblau  u.  a.  Veränderungen  an  den  speichernden  Mitochon- 
drien hervorzurufen,  die  nur  dadurch  zu  erklären  sind,  daß  die  Mitochondrien 
aus  dem  umgebenden  Plasma  Stoffe  zu  extrahieren  und  in  ihrem  Inneren 
an  anderen  Substanzen  zu  adsorbieren  imstande  sind.  Sie  haben  hier  also 
in  manchen  Punkten  ähnliche  Funktionen  wie  die  Lipochondrien,  und  es 
liegt  nahe,  auch  in  ihnen  daher  Komplexkoazervatsysteme  zu  vermuten. 
Zu  einer  entsprechenden  Auffassung  kam  Bensley  (1397)  bei  seinen  Unter- 
suchungen über  den  Chemismus  der  Mitochondrien.  Doch  braucht  m.  E. 
daraus  keineswegs  geschlossen  zu  werden,  daß  sie  vielleicht  vergängliche 
Strukturen,  nicht  aber  „lebende,  aus  sich  selbst  heraus  vermehrungsfähige 
Systeme“  darstellen.  Zweifelsohne  wird  ein  Teil  von  Mitochondrien  im 
Zellhaushalt  „verbraucht“  werden,  aber  nach  allen  bisherigen  Beobach- 
tungen bleibt  stets  ein  Stamm  von  teilungsfähigen  Mitochondrien  zurück, 
bzw.  die  Veränderungen  der  Mitochondrien  sind,  wie  z.  B.  bei  der  Pankreas- 
zelle, reversibler  Art. 

Größte  Bedenken  sind  gegenüber  den  Angaben  von  Joyet- 
Lavergne  (1900 — 1938)  zu  erbeben,  wonach  Glutathion,  Vita- 
min A u.  a.  für  das  Redoxpotential  der  Zellen  wesentliche  Stoffe 
normale  Bestandteile  des  Chondrioms  seien.  Zum  Teil  er- 
wiesen sich  die  angewandten  chemischen  Nachweismethoden  bei 
Nachprüfung  als  undurchführbar  (z.  B.  der  lokalisierte  Vitamin- 
A-Nachweis,  vgl.  S.  205),  und  vor  allem  ist  die  kritiklose  Verall- 
gemeinerung jener  fragwürdigen  Versuche  abzulehnen.  Auch  die 
Angaben  über  den  Ablauf  der  Oxydations-Reduktionsvorgänge  an 
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den  Mitochondrien,  die  mit  den  verschiedensten  Methoden  nach- 
zuweisen sein  sollen,  konnten  von  anderen  Untersuchern  zum  min- 
desten nicht  bestätigt  werden.  Weiterhin  ist  es  nicht  ohne  weiteres 
möglich,  aus  dem  topographischen  Zusammenfallen  bestimmter  Re- 
aktionen mit  den  Orten  stärkerer  Mitochondrienansammlungen 
zu  schließen,  daß  die  Mitochondrien  daher  für  diese  Reaktionen 
verantwortlich  seien.  Es  könnte  genau  so  gut  möglich  sein,  daß 
die  Mitochondrien  sich  eben  in  solchen  besonderen,  zellphysiologisch 
bedeutsamen  Zonen  ansammeln  bzw.  im  toten  Präparat  manche 
Substanzen  als  relativ  dichtere  und  basophile  Strukturen  an- 
reichern. 

Vor  allem  bei  den  Gregarinen  sollten  die  Mitochondrien  die  Hauptmenge 
des  .Glutathions  liefern,  desgleichen  in  verschiedenen  Mollusken-,  Würmer  - 
und  Vertebratenzellen.  Nur  in  bestimmten  spezialisierten  Zellen,  wie  z.  B. 
in  Epidermiszellen,  fehlten  die  Beziehungen  zwischen  der  Lage  des  Chon- 
drioms  und  der  Verteilung  des  Glutathions,  während  in  anderen  Zellen 
Zerstörung  des  Chondrioms  auch  ein  Verschwinden  der  Glutathionreaktion 
zur  Folge  hatte.  Weiterhin  glaubt  Joyet-Lavergne  deutliche  Unterschiede 
im  Glutathiongehalt  der  Zellen  männlicher  und  weiblicher  Tiere  nachweisen 
zu  können  und  findet  in  Übereinstimmung  damit  auch  ein  verschiedenes 
Redoxpotential  männlich  und  weiblich  differenzierter  Zellen. 

Demgegenüber  konnte  jedoch  A.  Giroud  nachweisen,  daß  das  leicht 
extrahierbare  Glutathion  wahrscheinlich  diffus  im  Grundplasma  vorkommt, 
während  die  histochemische  Glutathionreaktion  vor  allem  von  geformten 
Strukturen  der  Zelle,  die  nichts  mit  Mitochondrien  zu  tun  haben  (z.  B. 
Muskelfibrillen  u.  a.),  gegeben  wird.  Der  Versuch  von  Joyet-Lavergne, 
in  den  Mitochondrien  durch  einfache  histochemische  Reaktionen  besondere 
Stoffwechselzentren  der  Zelle  und  zugleich  bedeutsame  Unterschiede  hin- 
sichtlich der  sexuellen  Differenzierung  der  Zellen  nachweisen  zu  wollen, 
kann  damit  als  erledigt  gelten. 

Dagegen  erscheint  es  heute  genügend  belegt,  daß  die  Mitochon- 
drien in  ihrem  Stoffgehalt  wie  auch  in  ihrer  Gestalt  in  den  verschie- 
densten Geweben  durch  Zufuhr  von  Vitamin  A,  B und  C sowie  bei 
Vergiftung  durch  phosphorhaltige  Substanzen  u.  a.,  ferner  nach 
Fütterung  bzw.  Hunger  usw.  und  weiterhin  auch  im  Arbeitsrhyth- 
mus regelmäßige  Veränderungen  zeigen  [vgl.  u.  a.  Tcxntttti  (1937), 
M.  Miletti  (1937)].  Daraus  ist  bisher  allerdings  mit  Sicherheit  nichts 
weiter  zu  schließen,  als  daß  sie  gegenüber  dem  Grundplasma  be- 
sondere Adsorptions-  und  Lösungsbedingungen  bieten  müssen.  Vor 
allem  ist  vorläufig  noch  nicht  zu  entscheiden,  wie  weit  die  unter 
experimentellen  Bedingungen  beobachteten  Veränderungen  an  den 
Mitochondrien  primärer  oder  sekundärer  Natur  sind.  Über  die  Rolle 
der  Mitochondrien  im  Haushalt  der  Zelle  können  daher  zur  Zeit  nur 
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Vermutungen  geäußert  werden,  deren  Begründung  später  des  näheren 
zu  erarbeiten  sein  wird. 

e)  Golgiapparat  und  Lipochondrien 

Als  „apparato  reticolare  interno“  beschrieb  Golgi  1898 
eine  netzartige  Struktur  in  Ganglienzellen  einer  Eule  nach  Imprä- 
gnierung mit  Osmiumsäure.  Der  Begriff  ist  in  der  Folge  allmählich 
immer  mehr  ausgedehnt  worden  auf  die  verschiedensten  imprägnier- 
baren Gebilde,  so  daß  eine  große  Verwirrung  in  der  Literatur  ent- 
stand. Cowdry  (1925)  zählt  etwa  25  verschiedene  Bezeichnungen 
für  den  „Golgiapparat“  bzw.  für  Strukturen,  die  vielfach  mit  dem 
Golgiapparat  homologisiert  werden,  auf.  Es  erscheint  daher  zweck- 
mäßig, als  Golgiapparat  vorläufig  nur  die  netzartigen  oder  völlig 
unregelmäßig  erscheinenden  und  meist  lokalisierten  bzw.  polari- 
sierten Strukturen  zu  bezeichnen,  die  nach  Lipoide  stabilisierenden, 
Eiweiße  nicht  zu  stark  koagulierenden  Fixierungsmitteln  durch 
verlängerte  Einwirkung  von  Osmiumsäure  oder  durch  Silbersalze 
sekundär  imprägniert  werden. 

Ein  solcher  Golgiapparat  hat  sich  regelmäßig  bisher  nur  in  diffe- 
renzierten Wirbeltierzellen  auffinden  lassen,  während  bei  Wirbel- 
losen und  auf  bestimmten  Entwicklungsstadien  der  Wirbeltierzelle 
vielfach  individualisierte  und  imprägnierbare  Körperchen  Vorkommen, 
die  oft  heterogen  gebaut  sind.  Meistens  weisen  sie  eine  osmio- 
phile  Außensubstanz  auf,  die  in  ihrem  Verhalten  weitgehend  der 
Substanz  des  typischen  Golgiapparates  entspiicht,  und  die  daher 
auch  wohl  als  „Golgisubstanz“  bezeichnet  wird.  Es  ist  aber  unmög- 
lich, aus  diesem  Grunde  nun  dem  Golgiapparat  prinzipiell  einen 
Aufbau  aus  einem  osmiophilen  Externum  und  einem  osmiophoben 
Internum  (Hirschler)  zuschreiben  zu  wollen,  sondern  die  Ent- 
stehung dieser  zusammengesetzten  Gebilde  zeigt,  daß  sie  wohl  in 
den  meisten  Fällen  durch  Aufspeicherung  oder  Abscheidung  nicht 
imprägnierbaren  paraplasmatischen  Materiales,  von  Sekreten  usw., 
innerhalb  eines  osmiophilen  Granulum  entstehen  bzw.  jedenfalls 
durch  sekundäre  Differenzierung  aus  ursprünglich  einheitlich  ge- 
bauten Strukturen  hervorgehen,  wie  Jacobs,  Ries  u.  a.  nachwiesen. 
Das  typische  Golginetz  der  Wirbeltierzelle  enthält  dagegen  nur  auf 
besonderen  Funktionsstadien  osmiophobe  Granula  und  Einschlüsse. 

Eine  eingehendere  cytclogische Analyse  hat  ergeben,  daß  der  Golgi- 
apparat bzw.  auch  die  Golgisubstanz  nicht  als  teilungsfähige  Zell- 
organelle anzusprechen  sind  (vgl.  u.  a.  I.  Fischer,  1937).  Sie  sind 
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vielmehr  von  Granulis  abzuleiten,  die  ständig  in  allen  teilungsfälligen 
Zellen  Vorkommen,  sich  nur  durch  Teilung  vermehren  und  sich  im 
typischen  Falle  durch  ihren  Gehalt  an  Fettsubstanzen  und  Lipoiden 
nebst  Eiweißkörpern,  sowie  ihr  ausgeprägtes  Speicherungsvermögen 
für  basische  lipoidlösliche  Farbstoffe  auszeichnen.  Ich  nannte  diese 
Körperchen  daher  „Lipochondrien“.  Sie  sind  im  Zellstoffwechsel 
durch  ihre  große  Veränderlichkeit  gekennzeichnet  und  vermögen 
die  verschiedensten  ergastischen  und  paraplasmatischen  Produkte 
wie  auch  Fremdstoffe  zu  speichern.  Dabei  verändert  sich  oft  ihr 
Verhalten  und  ihr  Stoff  bestand  weitgehend.  Während  ihrer  Um- 
wandlung zu  Sekret  und  Exkretprodukten  erscheint  häufig  eine 
lipoide,  osmiophile  Substanz  als  äußere  Umhüllung  der  Granula, 
das  ist  die  Golgisubstanz.  Die  Entstehung  des  typischen  Golgi- 
apparates  scheint  prinzipiell  ganz  ähnlich  zu  verlaufen  (vgl.  Ries, 
1935);  doch  kann  sich  das  Golginetz  oft  als  mehr  oder  minder  form- 
konstante Struktur  sehr  lange  in  den  Zellen  erhalten.  Auf  die  Weise 
kann  gelegentlich  der  Anschein  eines  typischen  Zellorganells  er- 
weckt werden.  Andererseits  gibt  es  Fälle,  in  denen  der  Golgiapparat 
während  des  Arbeitsrhythmus  der  Zelle,  wie  z.  B.  bei  der  exokrinen 
Pankreaszelle,  kommt  und  vergeht  (Abb.  49 — 51,  S.  284 — 287)  und 
jeweils  wieder  von  den  Lipochondrien  restituiert  wird  [vgl.  z.  B. 
auch  die  Arbeiten  von  I.  Fischer  (1937)  an  der  Irisepithelzelle 
u.  a.  in  vitro]. 

Dagegen  lassen  sich  die  Lipochondrien  von  der  Oogonie  bis  zum 
wachsenden  Ei,  in  dem  sie  allerdings  meist  durch  Aufspeicherung 
von  Neutralfettsubstanzen  ihr  Verhalten  stark  ändern,  bis  zu  den 
Furchungszellen  und  schließlich  auch  bis  zu  den  differenzierten  Ge- 
webezellen verfolgen.  Ihre  Teilung  konnte  im  Leben  direkt  beob- 
achtet, sowie  aus  fixierten  Präparaten  erschlossen  werden. 

Durch  die  Feststellung  von  zwei  nicht  identischen,  wenngleich 
auch  morphogenetisch  zusammenhängenden  Strukturen  außer  den 
Mitochondrien  lassen  sich  eine  Reihe  von  Unklarheiten  zwanglos 
erklären.  So  erscheint  jetzt  die  in  der  Literatur  oft  diskutierte,  von 
Parat  aufgestellte  Streitfrage,  ob  der  Golgiapparat  als  ein  Fixie- 
rungsartefakt des  Vacuoms  aufzufassen  sei,  dahin  entschieden, 
daß  Vacuom  und  Golgiapparat  nebeneinander  Vorkommen  können, 
daß  aber  der  Golgiapparat  trotzdem  ein  Produkt  des  Vacuoms  dar- 
stellt. Die  Vacuolen  Parats  sind  dabei  wahrscheinlich  mit  den 
Lipochondrien  identisch,  wenngleich  auch  Parat  ihnen  ganz  andere 
chemisch-physikalische  Eigenschaften  zuschreibt. 
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Wie  weit  im  übrigen  ,, Segregationsapparate“ , Neutralrotkörner,  Diktyo- 
somen  usw.  mit  Lipochondrien  oder  Lipochondrienabkömmlingen  gleich- 
zusetzen sind,  müßte  in  jedem  Falle  erst  im  einzelnen  eingehend  morpho- 
gene tisch  geprüft  werden.  Die  Verwirrung  auf  diesem  Gebiet  entstand  ja 
nicht  zuletzt  dadurch,  daß  kasuistische  Befunde  zu  weitgehend  verallge- 
meinert wurden.  So  werden  — um  nur  ein  Beispiel  zu  nennen  — in  der 
gesamten  Golgiapparatliteratur  wie  in  allgemeineren  Darstellungen  immer 
wieder  die  Befunde  von  Kakpova  (1925)  und  M.  Avel  (1925)  an  Spermato- 
cyten  von  Helix  als  Beispiel  dafür  angeführt,  daß  der  Golgiapparat  vital- 
färbbar  und  im  Leben  ohne  weiteres  sichtbar  sei.  Dabei  aber  erscheint 
bisher  in  keiner  Weise  geklärt,  in  welcher  Beziehung  die  von  Kakpova 
und  Avel  beobachteten  Gebilde  zu  dem  wirklichen  ,,apparato  reticolare 
interno“  stehen.  Es  müßte  eigentlich  jedem  Cytologen  klar  sein,  daß  Os- 
miophilie  an  sich  noch  nicht  ausreichend  ist,  um  Strukturen  zu  homolo- 
gisieren.  Entscheidend  kann  hier  immer  nur  die  morphodynamische  und 
vergleichende  Untersuchung  sein;  denn  wir  haben  inzwischen  gelernt,  in 
welchem  Ausmaße  sich  die  physikalisch-chemischen  Eigenschaften  von 
Strukturen  verändern  können. 

a)  Funktionen  der  Lipochondrien.  Die  Lipochondrien 
bilden  in  vielen  Fällen  das  Substrat  bei  der  Bildung  von 
Sekreten  und  Exkreten.  Sie  vermögen  überdies  basische,  viel- 
fach auch  saure  Vitalfarbstoffe  zu  speichern,  wobei  meist  struktu- 
relle und  stoffliche  Veränderungen  an  ihnen  festzustellen  sind.  Von 
Sekreten  werden  z.  B.  die  Proenzymgranula  der  Pankreaszellen, 
wahrscheinlich  auch  das  Sekret  in  der  Mitteldarmdrüse  von  Astacus 
(nach  noch  nicht  abgeschlossenen  Untersuchungen)  durch  vermehrte 
Lipochondrien  gebildet.  Auch  die  Pigmentgranula  in  der  Tinten- 
drüse von  Sepia,  in.  Zellen  der  Hydromeduse  Gastroblasta  und  in 
den  Melanophoren  des  Axolotls  entstehen  aus  Vorstadien,  die  sich 
von  Lipochondrien  ableiten.  Ferner  gehen  die  braunen  Speicher- 
exkretschollen  im  Blindsack  des  Moostierchens  Zoobotryon,  die  Fett- 
dotterschollen in  Eizellen  von  Trochus  (nach  M.  Gersch),  Pediculus 
u.  a.  aus  Lipochondrien  hervor.  Wahrscheinlich  läßt  sich  diese 
Liste  noch  vergrößern.  In  den  meisten  Fällen  folgt  der  Präformation 
durch  typische  vitalfärbbare  Lipochondrien  ein  Reifungsstadium 
unter  Beteiligung  der  Golgisubstanz  oder  bei  den  Wirbeltieren  eines 
typischen  Golgiapparates.  Eine  besondere  Rolle  spielen  die  Lipo- 
chondrien wohl  regelmäßig  bei  der  Resorption  von  Nahrungsstoffen 
(vgl.  u.  a.  Fütterungsv ersuche  vcn  E.  Ries,  1936,  bei  Zoobotryon). 

Stofflich  sind  die  Lipochondrien  meistens  durch  ihren  Gehalt  an 
verschiedenen  Fettsubstanzen  und  Lipoiden  gekennzeichnet,  der 
allerdings  mit  dem  Ernährungszustände  und  je  nach  der  Gewebsart 
stark  wechseln  kann.  Doch  scheinen  sie  normalerweise  außerdem 
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auch  Eiweißsubstanzen  zu  enthalten.  Sie  zeichnen  sich  ferner  durch 
ihre  leichte  Quellbarkeit  aus.  Bei  Zellschädigungen,  exzessiver 
Vitalfärbung  usw.  können  sie,  vielfach  unter  Entmischungserschei- 
nungen, zu  großen,  wäßrigen  Vakuolen  anschwellen.  Wahrschein- 
lich stellen  die  Lipochondrien  Komplexkoazervate  im  Sinne  von 
Buito-enbekg-  de  Jond  dar,  d.  h.  es  handelt  sich  um  komplexe 
Systeme  verschiedener  Kolloide,  die  sich  infolge  einer  nur  teilweisen 
gegenseitigen  Entladung  in  einem  charakteristischen,  durch  ver- 
schiedene Sondererscheinungen  gekennzeichneten  Zustande  zwischen 
Entmischung  und  Fällung  und  dem  Solzustande  befinden.  Gegen- 
über Kolloiden  mit  einem  ,, diffusen“  Solvatmantel  zeichnen  sie 
sich  durch  einen  konkreten  aus,  sie  besitzen  dementsprechend 
eine  scharfe  Phasengrenze  gegenüber  dem  Hyaloplasma  und  sind 
meist  kolloidreicher  als  die  Umgebung.  Ferner  sind  sie  vor  allem 
dadurch  charakterisiert,  daß  sie  die  verschiedensten  Substanzen  aus 
der  Umgebung  in  ihr  Komplexsystem  aufzunehmen  und  dort  an- 
zureichern vermögen  (vgl.  auch  S.  45).  Dies  gilt  sowohl  für  Re- 
sorbate  und  Assimilate  wie  für  Sekrete  und  Exkrete. 

Im  Redoxgeschehen  der  Zelle  verhalten  sich  die  Lipochondrien 
normalerweise  völlig  passiv.  Bei  Vitalfärbungen  unter  langsam  ab- 
sinkendem Sauerstoffdruck  bleibt  der  Farbstoff  in  den  Lipochondrien 
meist  am  längsten  in  der  oxydierten  Form  erhalten.  Andererseits 
läßt  sich  bei  der  Pigmentbildung  in  den  Lipochondrienabkömmlingen 
sehr  frühzeitig  schon  eine  Oxydoredukase  bzw.  ein  starkes  Oxydations- 
vermögen für  Leukomethylenblau  feststellen,  das  stärker  als  im 
Grundplasma  ist.  — Kolorimetrische  pH-Messung  in  den  Lipochon- 
drien halte  ich  für  illusorisch,  da  die  Farbstoffe  regelmäßig  über- 
wiegend von  den  verschiedenen  Kolloiden  adsorbiert  und  zu  einem 
anderen  Teile  sicher  auch  von  Lipoiden  gelöst  werden.  Sie  ver- 
mögen also  auf  keinen  Fall  etwas  über  das  wäßrige  Dispersions- 
mittel der  Strukturen  auszusagen. 

ß ) Die  Funktionen  des  Golgiapparates.  Daß  auch  der 
Golgiapparat  bestimmte  Funktionen  im  Zellhaushalt  erfüllt,  ergibt 
sich  vor  allem  aus  vier  Tatsachen: 

1.  Er  vermag  saure  lipoidunlösliche  kolloide  Farbstoffe  zu  speichern 
und  granulär  niederzuschlagen  (nachgewiesen  von  G.  Jasswoest  1925, 
D.  N.  Nassonov  1926  u.  a.  durch  topographische  Übereinstimmungen 
z.  B.  in  den  Hauptstückzellen  der  Nierenkanälchen).  Bestätigt 
wurde  dies  von  Ludfokd  (1930)  auch  für  basische  Farbstoffe  durch 
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die  Möglichkeit,  die  vitalgefärbten  Strukturen  später  mit  Osmium- 
säure zu  imprägnieren. 

2.  Auch  bei  starkem  Angebot  basischer,  lipoidlöslicher  Substanzen 
kommt  es  vielfach  zu  einer  starken  Speicherung  im  Bereich  des 
Golgiapparates,  wobei  allem  Anschein  nach  gleichzeitig  basophile 
Eiweißsubstanzen  in  der  Golgisubstanz  gespeichert  werden  (Krinom- 
bildung  nach  Chlopin).  Jedenfalls  ließ  sich  nach  Extraktion  der 
basischen  Farbstoffe  und  Konservierung  mit  Eiweißfixierern  in  den 
Präparaten  an  Stelle  der  gefärbten  Komplexe  ein  neugebildetes 
basophiles  Substrat  nachweisen. 

3.  Viele  Sekrete  und  Exkrete  durchlaufen  bei  ihrer  Bildung  eine 
oft  mehrstündige  Beifungsperiode,  während  der  sie  völlig  in  der 
Golgisubstanz  eingebettet  sind  und  sich  oft  stofflich  weitgehend 
umwandeln. 

4.  Bestimmte,  histochemisch  leicht  faßbare,  stoffwechselphysio- 
logisch bedeutsame  Substanzen  können  zumindest  vorübergehend 
vom  Golgiapparat  gespeichert  werden,  so  z.  B.  Vitamin  C nach 
Tonutti,  Giroud,  Llblokd  u.  a. 

y)  Allgemeine  Bemerkungen  über  die  Funktion  der 
Zellorganelle. 

Für  viele  überwiegend  physiologisch  und  chemisch  eingestellte  Biologen 
ist  es  anscheinend  schwierig,  sich  vorzustellen,  daß  in  den  Zellen  Strukturen 
vorhanden  sind,  die  gleichsam  nach  Art  eines  Mikrolaboratoriums  Stoff  - 
Umwandlungen  und  Formbildungsprozesse  durchführen.  Diese  Schwierig- 
keit ist  jedoch  verhältnismäßig  gering,  wenn  wir  in  vollster  Übereinstimmung 
mit  den  Beobachtungen  lebender  Zellen  und  besonders  ihrer  Veränderungen 
im  Arbeitsrhythmus  folgendes  berücksichtigen:  Die  Zelle  nimmt  aus  der 
Umgebung  Stoffe  (z.  B.  Vitalfarbstoffe)  in  das  Grundplasma  auf.  Sie  finden 
sich  dort  zunächst  gelöst  in  einem  heterogenen  Milieu,  das  verschiedene 
Phasen  von  anderer  stofflicher  Zusammensetzung  enthält.  Diese  Phasen 
haben  spezifische  physikalisch -chemische  Eigenschaften  und  zeichnen  sich 
dementsprechend  durch  besondere  Löslichkeits-  und  Adsorptionsbedingungen 
aus.  Dementsprechend  vermögen  sie  bestimmte  Stoffe  aus  dem  Plasma 
anzureichern,  während  sie  andere  nicht  aufnehmen  (vgl.  z.  B.  die  Versuche 
mit  Komplexkoazervaten  von  Btjngenbebg  de  Jong).  Infolgedessen  ent- 
steht in  ihnen  ein  anderes  Stoffverhältnis  als  im  Grundplasma,  wobei  vielfach 
eine  Art  Gleichgewicht  nur  so  erreicht  werden  kann,  daß  mehr  oder  minder  elek- 
tiv  konzentrierte  Stoffe  nun  in  der  Phase  mit  ihren  besonderen  physikalischen 
Bedingungen  evtl,  miteinander  reagieren,  wobei  dann  ein  neues  Produkt 
entstehen  kann.  Dazu  sind  also  keine  besonderen  geheimnisvollen  Kräfte 
nötig,  und  wir  brauchen  diesen  Phasen  keine  ,, eigene  Lebendigkeit“  zuzu- 
schreiben. 

Nur  ein  in  dieser  Hinsicht  recht  instruktiver  Versuch  sei  hier  erwähnt: 
Wenn  man  überlebende  Pankreaszellen  mit  a-Naphthol  in  alkalischer  Lösung 
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und  Dimethylparaphenylendiamin  zusammenbringt,  so  erfolgt  die  Indo- 
phenolblausynthese  zunächst  im  Grundplasma,  unmittelbar  darauf  aber 
wird  das  entstehende  Produkt  bzw.  seine  Vorstufen  infolge  ihrer  besseren 
Löslichkeit  in  Lipoiden  von  den  Lipochondrien  gespeichert  und  es  setzt  nun 
dort  eine  sehr  intensive  Reaktion  ein.  Noch  etwas  später  treten  Veränderungen 
an  den  Mitochondrien  auf  (vgl.  S.  247).  Auf  diesem  Stadium  bleibt  die 
Reaktion  meist  längere  Zeit  stehen. 

Hier  zeigt  sich  wie  in  vielen  anderen  Fällen,  z.  B.  auch  bei  der 
vitalen  Färbung,  eine  gewisse  Verwandtschaft  im  Verhalten 
von  Lipochondrien  und  Mitochondrien.  Sie  beruht  wohl 
hauptsächlich  auf  dem  Lipoidreichtum  dieser  Strukturen.  Es  fragt 
sich  also,  ob  überhaupt  eine  Berechtigung  besteht,  diese  beiden 
Strukturen  zu  trennen.  Dafür  sind  indessen  folgende  Gesichtspunkte 
geltend  zu  machen: 

1.  Eine  völlige  Übereinstimmung  bei  der  vitalen  Färbung  besteht, 
wenn  überhaupt,  dann  immer  nur  auf  bestimmten  Stadien.  Außer- 
dem lassen  sich  dabei  regelmäßig  bestimmte  parallelgehende  Ver- 
änderungen, vor  allem  in  bezug  auf  die  Lichtbrechung,  Osmiophilie 
und  das  Auftreten  von  Kügelchen  nachweisen  (so  z.  B.  bei  den 
Mitochondrien  in  der  Pankreaszelle  und  in  Furchungszellen  ver- 
schiedener wirbelloser  Tiere,  vgl.  Ries  und  Gersch  1936/37).  Diese 
Erscheinung  läßt  sich  aber  durch  eine  teilweise  lipoide  Entmischung 
und  Autokomplexkoazervation  der  Mitochondrien  bzw.  von  Mito- 
chondrienteilen,  wodurch  diese  den  Lipochondrien  ähnlich  werden, 
zwanglos  erklären. 

2.  In  allen  untersuchten  Fällen  lassen  sich  in  Oogonien,  Furchungs- 
zellen, sowie  vielen  differenzierten  Zellen  dauernd  beide  Elemente 
durch  bestimmte  Reaktionen  voneinander  unterscheiden,  wobei  nie 
mit  Sicherheit  ein  direkter  Übergang  zu  beobachten  war. 

3.  Auch  durch  die  Zentrifugiermethode  lassen  sich  die  Zellorganelle 
voneinander  trennen.  Nach  den  verschiedensten  diesbezüglichen 
Versuchen  sammeln  sich  die  Mitochondrien  meistens  als  relativ  dichte 
Strukturen  am  zentrifugalen  Pol  an,  die  Lipochondrien  und  die 
ihren  Derivaten  gleichzusetzenden  Körper  (Neutralrotkörner,  Va- 
kuolen usw.)  vor  allem  wohl  infolge  ihres  Lipoidreichtums  jedoch 
am  zentripetalen  Pol.  Der  Golgiapparat  ist  dagegen  als  nicht  kon- 
krete Phase  schwieriger  zu  verlagern  und  scheint  im  allgemeinen 
wohl  auch  mehr  an  den  zentripetalen  Pol  zu  wandern  (vgl.  u.  a. 
H.  W.  Hellbaum  1936). 

Zusammenfassend  können  wir  also  feststellen,  daß  zur  Organi- 
sation einer  typischen  Zelle  zwei  verschiedene  Arten  von  Plasten 
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gehören:  Mitochondrien  und  Lipochondrien.  Die  ersteren  haben  u.  a. 
vielleicht  als  Sonderform  die  Leuko-  und  Chloroplasten  in  der  pflanz- 
lichen Zelle  entwickelt,  die  letzteren  die  Zellsaftvakuolen  bzw.  in 
tierischen  Zellen  den  Golgiapparat  oder  die  Golgisubstanz. 

Die  verschiedenen  Plasten  können  infolge  gemeinsamer  physi- 
kalisch-chemischer Eigenschaften  (Lipoideiweißkomplexe!)  synerge- 
tisch wirken,  wie  z.  B.  bei  der  Pigmentbildung  des  Irisepithels  in  vitro 
durch  Lipochondrien  und  Mitochondrien  (I.  Fischer  1937,  vgl.  auch 
den  Begriff  der  „Pigmentopexie“  von  Miiloh,  der  ausdrücken  soll, 
daß  die  Pigmente  nicht  aus  Lipoiden  gebildet  zu  werden  brauchen, 
obwohl  die  Substratvorstufen  vielfach  sudanophil  sind,  sondern 
daß  sie  nur  an  Lipoide  ,, gebunden“  werden,  s.  Diskussion  dieser 
Fragen  bei  K.  Apitz  1937).  In  anderen  Fällen  aber  sind  charak- 
teristische funktionelle  Unterschiede  ausgeprägt,  deren  Bedeutung 
im  Zellhaushalt  aber  noch  nicht  restlos  geklärt  ist. 


Kapitel  X 

Entwicklungsphysiologie,  Gewebsdifferenzierung  und 

Wachstum 

1.  Allgemeine  Bemerkungen 

Vor  allem  durch  die  Erfolge  der  Entwicklungsmechanik  und  der  Gewebe- 
züchtung haben  sich  unsere  Anschauungen  über  Zelldifferenzierung,  Wachs- 
tum und  Formbildung  sehr  gewandelt.  Unser  Ziel  ist  heute  — um  ein  Wort 
Wilsons  zu  gebrauchen  — eine  Zellbiologie  im  Gegensatz  zu  der  statischen 
histologischen  Auffassung,  die  selbst  in  der  Embryologie  früher  vorherrschend 
war  und  nur  die  beiden  Zustände  der  embryonalen  undifferenzierten  und 
der  differenzierten  Gewebszelle  zu  unterscheiden  vermochte. 

Darüber  hinaus  erscheint  uns  heute  durch  die  Entdeckung  des  Organi- 
satoreffektes durch  Spemann  sowie  durch  das  Krebsproblem  die  besondere 
Aufgabe  gestellt,  den  Faktoren  der  Zelldifferenzierung  und  -umstimmung 
nachzugehen,  während  früher  mehr  die  vergleichend  embryologische  und 
phylogenetische  Frage  der  Bildung  und  Leistung  der  Keimblätter  in  ver- 
schiedenen Tiergruppen  im  Vordergründe  des  Interesses  stand.  Dies  Problem 
spielt  ja  auch  heute  noch  eine  Rolle  bei  Untersuchungen  über  die  Herkunft 
des  Materiales  bei  regenerativen  Prozessen.  So  ist  die  Frage  vielfach  noch 
unentschieden,  ob  besondere  Archaeocyten,  Neoblasten  oder  andere  toti- 
potente  embryonale  Elemente  sich  zu  Gewebszellen  neu  differenzieren, 
ob  eine  Dedifferenzierung  bzw.  Umdifferenzierung  schon  differenzierter 
Gewebe  im  Regenerationsblastem  eintritt,  oder  besondere  undifferenzierte 
Zellen  nur  den  Wundverschluß  bildeij,  worauf  die  eigentliche  Restitution 
jeweils  von  den  differenzierten  Geweben  der  drei  Keimblätter  ausgeht  (vgl. 
vor  allem  die  zusammenfassende  Darstellung  bei  H.  A.  Stolte  1936). 
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2.  Veränderungen  infolge  der  Befruchtung  und 
Entwicklungsanregung 

Nachdem  durch  die  Untersuchungen  von  R.  Hertwig,  Morgan  und 
J.  Loeb  u.  a.  bekannt  wurde,  daß  sich  bei  den  Eiern  der  Seeigel 
und  vieler  anderer  Organismen  leicht  eine  künstliche  Entwicklungs- 
anregung durch  chemische,  thermische  und  mechanische  Reize  durch- 
führen läßt,  stand  die  Frage  nach  dem  Wesen  und  der  Bedeutung 
der  Vorgänge  bei  der  Befruchtung,  sowie  auch  nach  dem  Zustande- 
kommen der  Besamung  (Anlockung,  Eindringen  der  Spermien  usw.) 
im  Vordergründe  der  Forschung.  Es  stellte  sich  heraus,  daß  mit  der 
Entwicklungserregung  bestimmte  Zustandsänderungen  der 
Plasmakolloide  eintreten,  die  besonders  eingehend  von  Runn- 
ström  untersucht  wurden.  Bei  einigen  Seeigeln,  weiterhin  bei 
Bonellia,  nicht  dagegen  bei  den  Polychaeten  Pomatoceros  und  Lejpido- 
notus  und  dem  Seeigel  Arbacia  u.  a.  konnte  Runnström  nachweisen, 
daß  die  im  Dunkelfeld  farbig  leuchtende  Eioberfläche  sich  mit 
der  Befruchtung  hinsichtlich  des  Farbeffektes  änderte,  bzw.  daß 
dieser  erst  nach  der  Befruchtung  auf  trat.  Im  Polarisationsmikroskop 
ergaben  die  Membranen,  nicht  hingegen  die  im  Dunkelfeld  auf- 
leuchtenden Oberflächen,  die  sogenannte  Lamellardoppelbrechung. 
Die  Oberflächen  der  Eier  waren  durch  Salze  zu  beeinflussen,  wobei 
sich  die  Reihe  SCN  < J < Br  < CI  herausstellte.  Bei  Einwirkung 
erhöhter  Temperatur  und  von  Narkotika  treten  Lipoidbläschen  und 
Myelinformationen  in  der  Oberfläche  auf.  Runnström  konnte  so 
durch  systematische  Anwendung  optischer  und  chemischer  Methoden 
sowie  auch  durch  Modellversuche  vor  allem  mit  Lecithin  wahrschein- 
lich machen,  daß  das  farbige  Aufleuchten  der  Oberflächen  im  Dunkel- 
feld durch  eine  Lipoidschicht  zustande  kommt,  wobei  sich  aus 
den  Interferenzfarben  annähernd  die  Dicke  dieser  Lipoidschicht  be- 
rechnen ließ  (z.  B.  unbefruchtete  Eier  etwa  160,  befruchtete  etwa 
90  / iju ). 

Die  Reaktionen  dieser  Lipoidhülle  änderten  sich  in  gleichem  Aus- 
maße sowohl  bei  künstlicher  als  auch  nach  natürlicher  Entwick- 
lungsanregung. Bei  Besamung  gehen  die  Veränderungen  von  dem 
Punkt  aus,  wo  der  Samenfaden  in  das  Ei  eindringt.  Die  Veränderung 
der  Farbe  im  Dunkelfeld  geht  der  Membranbildung  voraus.  Runn- 
ström charakterisiert  diese  Veränderungen  vor  allem  durch  eine 
starke  Erhöhung  der  Hydrophilie  der  Lipoide.  Die  Permeabilität 
steigt,  dagegen  sinkt  die  Osmiophilie,  die  Resistenz  gegen  Verdün- 
nung des  Seewassers,  gegen  erhöhte  Temperatur,  gegen  Narkotika  u.  a. 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  17 
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Interessanterweise  verhalten  sich  die  Oocyten  1.  Ordnung  ähnlich 
wie  die  befruchteten  Eier. 

In  einer  folgenden  Arbeit  untersuchte  Ruhestrom  die  Verände- 
rungen der  Plasmakolloide  im  Innern  des  Eies  nach  der  Be- 
fruchtung. Allgemein  ließ  sich  feststellen,  daß  das  Ei  nach  der 
Befruchtung  optisch  leerer  wird,  was  als  Folge  einer  erhöhten  Hydra- 
tation der  Plasmakolloide  und  damit  einer  erhöhten  Dispersität  ge- 
deutet wird.  Auch  auf  fixierten  Präparaten  ist  nach  der  Befruch- 
tung eine  „Verfeinerung  der  Struktur  des  Cytoplasmas“  festzustellen. 
Interessant  ist,  daß  experimentell  eine  Strukturvergröberung  durch 
KCN  (n/5000  oder  n/10000)  sowie  durch  Sauerstoffmangel  zu  er- 
zielen ist,  woraus  geschlossen  wird,  daß  die  Sauer stoff atmung  für 
die  Erhaltung  der  Kolloidstruktur  wesentlich  ist.  Zu  entsprechenden 
Vorstellungen  kam  auch  Nassonov  bei  seinen  vitalen  Kernfärbungen 
unter  Sauerstoffmangel  (s.  dagegen  aber  S.  47).  Durch  hyper- 
tonische Medien  erhielt  Rttewström  oft  Fibrillenbildung.  Daraus 
schließt  er  auf  eine  anisodiametrische  Gestalt  der  Kolloidteilchen 
und  entwickelt  eine  bestimmte  Vorstellung  über  den  micellaren  Bau 
des  Cytoplasmas.  Bei  den  Spindelfasern  ließ  sich  eine  in  bezug  auf 
ihre  Längsrichtung  positive  Doppelbrechung  feststellen.  Auffallend 
ist  die  größere  Stabilität  der  Plasmakolloide  nach  der  Befruchtung, 
die  sich  z.  B.  deutlich  im  Verhalten  gegen  Wärmewirkung,  Narkotika, 
Coffein,  verschiedenes  pH  und  hypertonische  Lösungen  offenbart.  Bei 
unbefruchteten  Arbacia- Eiern  kommt  es  z.  B.  schon  bei  49°  zu  einer 
starken  Koagulation,  bei  befruchteten  dagegen  erst  bei  65 — 70°. 
Deutliche  Veränderungen  ergibt  auch  die  vitale  Färbung.  Basische 
Farbstoffe  werden  von  der  befruchteten  Eizelle  im  Gegensatz  zu  der 
unbefruchteten  in  stärkerem  Maße  aufgenommen,  festgehalten  und 
vor  allem  granulär  gespeichert,  worauf  später  auch  Gersch  und 
Ries  bei  ihren  Vitalfärbungsversuchen  aufmerksam  machten. 

Entsprechend  den  kolloiden  Zustandsänderungen  verändert  sich 
auch  die  Viscosität.  Sie  wurde  nach  dem  Stokesschen  Gesetz 
mit  Hilfe  der  Zentrifugiermethode  (s.  S.  24)  berechnet  und  war 
im  unbefruchteten  Ei  etwa  800  mal  so  groß  wie  die  des  Wassers. 
Rukn'STRÖm  beschränkte  sich  nicht  auf  eine  Methode,  sondern 
führte  auch  Messungen  auf  Grund  der  Brownschen  Molekular- 
bewegung durch,  die  ganz  abweichende  Werte  ergaben.  Das  beruht 
jedoch  wohl  darauf,  daß  die  Körnchen,  aus  deren  Bewegung  auf 
die  Viscosität  geschlossen  wurde,  sich  zum  größten  Teil  in  submikro- 
skopischen Hohlräumen  des  Cytoplasmas  befinden,  die  eine  viel 
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niedrigere  Viscosität  als  das  umgebende  System  „mit  gerüstförmig 
angeordneten  Kolloidteilchen“  besitzen. 

An  diesen  Versuchen  erscheint  weiterhin  wesentlich,  daß  Runnström 
sich  nicht  wie  so  viele  andere  Autoren  darauf  beschränkte,  die  Viscosität 
des  Cytoplasmas  schlechthin  festzustellen,  sondern  die  Viscositäts Verände- 
rungen in  bezug  auf  biologische  Vorgänge  und  im  Zusammenhang  mit  der 
Feinstruktur  des  Cytoplasmas  zu  erfassen  versuchte.  Außerdem  zieht  er 
in  Betracht,  daß  die  Rinde  der  Eizelle  wiederum  ganz  andere  Erscheinungen 
zeigt  als  das  Innere,  und  daß  auch  die  mit  Hilfe  der  Zentrifugiermethode 
für  das  Eiinnere  gefundenen  Werte  nur  Bruttowerte  darstellen,  welche  die 
feineren  Unterschiede  zwischen  verschiedenen  Eiteilen  und  Phasen  nicht 
berücksichtigen. 

In  den  besprochenen  Untersuchungen  Rutstn  ström  s ist  natürlich  ent- 
sprechend unseren  noch  keineswegs  endgültigen  kolloidchemischen  Vor- 
stellungen Befund  und  Deutung  in  einer  Weise  verknüpft,  die  dem  Ferner- 
stehenden  als  etwas  ungesichert  erscheinen  mag.  Aber  auch  wenn  die  ent- 
wickelten Anschauungen  über  den  Feinbau  des  Cytoplasmas  der  Eizellen 
in  einzelnen  Punkten  überholt  werden  sollten,  bleibt  es  das  große  Verdienst 
Rtjnnströms,  so  eingehend,  wie  es  mit  den  heutigen  Methoden  möglich 
erscheint,  die  Vorgänge,  die  sich  an  den  Kolloiden  bei  der  Entwicklungs- 
anregung abspielen,  analysiert  zu  haben.  Damit  hat  er  auch  der 
Diskussion  über  die  bei  der  Befruchtung  eintretende  ,, Immunität“  der  Eizelle 
gegen  das  Eindringen  weiterer  Spermien  neue  Gesichtspunkte  gegeben. 
Durch  die  kolloidchemische  Interpretation  wird  es  eher  möglich,  die  kom- 
plizierte Folge  der  Einzelvorgänge  nach  der  Befruchtung  als  einen  Ketten- 
prozeß zu  begreifen,  für  den  die  potentielle  Energie  in  der  Eizelle  vorhanden 
ist,  und  der  durch  , ,die  Befruchtung  und  die  Behandlung  mit  den  Mitteln  der 
künstlichen  Parthenogenese“  ausgelöst  werden  kann.  Die  kolloiden  Zustands- 
änderungen müssen  dabei  natürlich  auch  eine  „große  Bedeutung  für  die 
Enzymtätigkeit  und  damit  für  den  Stoffwechsel  haben“,  worauf  Runnström 
mit  Recht  hinweist.  Es  wäre  wünschenswert,  wenn  entsprechende  Unter- 
suchungen auch  auf  andere  Objekte  ausgedehnt  würden.  Besonders  ge- 
eignet scheint  dazu  u.  a.  auch  das  Ei  der  Ascidie  Phallusia  zu  sein,  bei  dem 
die  starke  Aufquellung  nach  Entwicklungserregung  und  die  Zustands  - 
änderungen  der  Plasmakolloide  schon  im  Hellfeld  außerordentlich  deutlich 
werden,  weil  die  vorher  durch  ihre  stärkere  Lichtbrechung  gekennzeichneten 
Dotterschollen  nunmehr  im  helleren  Plasma  völlig  untergehen  und  nur  die 
, ,Mikrosomen“  sichtbar  bleiben.  Noch  deutlicher  werden  die  Unterschiede 
im  Dunkelfeld:  die  unbefruchteten  Eier  zeigen  ein  starkes  grauweißes  Submi- 
kronenleuchten,  die  befruchteten  erscheinen  dagegen  optisch  nahezu  leer.  Auch 
dies  läßt  auf  eine  stärkere  Hydratation  der  Plasmakolloide  nach  der  Be- 
fruchtung schließen.  Wegen  weiterer  Einzelheiten  über  die  Vorgänge  bei 
der  Befruchtung  sowie  vor  allem  der  Bedeutung  der  corticalen  Substanzen 
für  die  Membranbildung  sei  hier  auf  den  Beitrag  , ,Fertilization“  in  Cowdrys 
General  Cytology  von  F.  R.  Lillie  und  E.  E.  Just  verwiesen. 

Noch  offensichtlicher  sind  die  mit  der  natürlichen  und  künstlichen 
Entwicklungsanregung  des  Seeigeleies  verbundenen  Stoffwechsel- 

17* 
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physiologischen  und  histochemischen  Veränderungen. 
Nach  0.  Warburg  tritt  z.  B.  nach  der  Befruchtung  eine  starke 
Atmungssteigerung  ein,  was  von  verschiedenen  Unter  Suchern 
bestätigt  bzw.  in  noch  stärkerer  Ausprägung  nachgewiesen  wurde. 
So  fand  z.  B.  Shearer  (1922),  daß  die  Oxydationsrate  des  See- 
igeleies durch  den  Kontakt  des  Spermiums  mit  der  äußeren  Eiober- 
fläche in  etwa  einer  Minute  um  mehr  als  8000°/o  gesteigert  wird. 
Auch  Örström  und  Rumtström  fanden  wesentlich  höhere  Werte 
als  Warburg.  Eine  entsprechende  Atmungssteigerung  erreichten 
übrigens  Rumström  und  Mitarbeiter  (1930,  1932)  durch  Zusatz 
von  Dimethylparaphenylendiamin,  ohne  dabei  künstliche  Ent- 
wicklung anzuregen. 

Mit  Hilfe  der  Nitroprussid-Na-Reaktion  wies  Shearer  eine  starke 
Steigerung  des  Glutathiongehaltes  nach,  ja,  nach  seinen  Be- 
funden sollen  die  unreifen  und  unbefruchteten  Eier  im  Gegensatz 
zu  den  befruchteten  glutathionfrei  sein,  während  F.  Duuzetto  (1931) 
und  Ries  (1937)  auch  bei  diesen  Glutathion  feststellten,  aber  die 
mit  der  Befruchtung  einsetzende  Steigerung  der  Reaktion  bestätigten. 
Weiterhin  wird  nach  Abhebung  der  Befruchtungsmembran  die  Indo- 
phenolblau-Reaktion stark  positiv,  die  vorher  äußerst  schwach  bis 
negativ  war.  Interessanterweise  klingt  diese  Reaktion  etwa  10  bis 
15  Stunden  später  bei  Beginn  der  Mesenchymbildung  in  der  Blastula 
wieder  ab.  Eine  entsprechende  Periode  fand  Rapkinr  (1927)  hin- 
sichtlich des  respiratorischen  Quotienten,  der  in  den  ersten  12  Ent- 
wicklungsstunden außerordentlich  groß  ist  und  etwa  bis  auf  4 steigt. 
Dieser  hohe  Wert  ist  nach  Rapkeste  nicht  durch  eine  einfache  At- 
mungssteigerung zu  erklären,  sondern  nur  durch  die  Annahme  einer 
Periode  besonderer  oxydo-reduktiver  Synthesen,  was  auch  mit  den 
histochemischen  Befunden  in  Einklang  steht. 

Neuerdings  konnten  auch  die  Permeabilitätsveränderungen, 
die  wohl  bei  verschiedenen  Objekten  mit  der  Entwicklungsanregung 
verbunden  sind,  am  Forellenei  exakt  erfaßt  werden  (Hevesy  und 
Krogh).  Unmittelbar  nach  der  Befruchtung  nehmen  die  Eier 
Schweres  Wasser  von  außen  auf  (vgl.  auch  S.  54),  werden  dann  aber 
zwei  Stunden  später  für  Wasser  impermeabel.  Erst  wenn  sich  im 
Embryo  die  Augen  bilden,  tritt  wieder  Wasserpermeabilität  ein, 
d.  h.  bei  Zusatz  von  Schwerem  Wasser  zum  Medium  kommt  es  zu 
einem  Austausch:  Schweres  Wasser  wird  ins  Ei  auf  genommen  und 
dafür  Wasser  abgegeben;  denn  das  Volumen  der  Eier  bleibt  gleich. 
Aus  dieser  Permeabilität  für  Schweres  Wasser  ist  aber  wahrscheinlich 
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auch  auf  die  Permeabilität  für  Wasser  zu  schließen;  denn  die  Isotope 
verhalten  sich  in  ihren  biologischen  Reaktionen  meist  sehr  ähnlich 
und  können  sich  vertreten. 

Nach  all  diesen  Beobachtungen  sind  also  allein  beim  Seeigelei  mit 
der  Entwicklungsanregung  mit  Sicherheit  folgende  Veränderungen 
festzustellen:  es  wird  die  Befruchtungsmembran  durch  Wasserauf- 
nahme einer  unter  ihr  abgeschiedenen  quellbaren  Substanz  ab- 
gehoben, außerdem  ändert  sich  die  Hydratation  der  Membranlipoide 
und  auch  der  Kolloide  im  Eiinnern.  Bestimmte  histochemische 
Reaktionen  (Zunahme  von  Glutathion,  Auftreten  der  Indophenol- 
blaureaktion, Abnahme  der  Leukomethylenblaureaktion)  und  die 
Atmungsverhältnisse  (außerordentliche  Atmungssteigerung,  wahr- 
scheinlich vorübergehend  sehr  hohe  respiratorische  Quotienten)  er- 
fahren charakteristische  Umstimmungen  (bezüglich  der  Verände- 
rungen des  pH  und  rH  und  der  Viscosität  vgl.  auch  Tab.  4 
und  S.  26). 

Für  die  Dynamik  dieser  Veränderungen,  vor  allem  für  die  aus- 
lösenden Faktoren,  gibt  es  noch  keine  gesicherte  Erklärung. 
Die  Atmungssteigerung  glaubt  Ruknström  darauf  zurückführen  zu 
können,  daß  mit  der  Befruchtung  eine  Sättigung  des  sauerstoff- 
übertragenden Fermentes  mit  dem  zu  reduzierenden  Substrat  ein- 
tritt,  während  vorher  das  Ferment  nicht  in  Verbindung  mit  dem 
Substrat  steht.  Durch  Zusatz  von  Dimethylparaphenylendiamin  zu 
unbefruchteten  Eiern  ergibt  sich  nämlich,  daß  das  Ferment  vor  der 
Befruchtung  „ebenso  aktionsfähig“  ist  (s.  S.  260).  Ob  man  aller- 
dings auch  die  Veränderungen  der  histochemischen  Reaktionen  so 
einfach  erklären  kann,  erscheint  fraglich.  — Nach  Loeb  ist  für 
die  Entwicklungserregung  in  erster  Linie  eine  „Cytolyse“  verant- 
wortlich zu  machen.  Es  sollen  dabei  zwei  Faktoren  eine  besondere 
Rolle  spielen:  zunächst  wird  infolge  der  cytolytischen  Wirkung  der 
entwicklungsanregenden  Agenzien  eine  gewisse  Verflüssigung  der 
oberflächlichen  Eischichten  herbeigeführt,  die  zur  Abhebung  der 
Befruchtungsmembran  führt.  Wird  jedoch  nun  dieser  so  eingeleitete 
Prozeß  nicht  zum  Stillstand  gebracht,  so  gehen  die  Eier  infolge 
Cytolyse  zugrunde.  Normale  Entwicklung  erfolgt  dagegen,  wenn 
die  „angeregten“  Eier  vorübergehend  in  hypertonisches  See wasser 
oder  aber  in  Seewasser  mit  oxydationshemmenden  Substanzen,  wie 
z.  B.  KCN,  kommen.  Dadurch  sollen  die  sonst  ungehemmt  ver- 
laufenden anomalen  Oxydationsprozesse  auf  ein  normales  Maß  zu- 
rückgeführt werden. 
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Allerdings  sind  nicht  nur  cytolysierende  Mittel,  wie  etwa  Chloro- 
form, Laugen  usw.,  geeignet,  künstlich  Entwicklung  auszulösen, 
sondern  auch  die  verschiedensten  anderen  Substanzen  mit  vielfach 
gerade  entgegengesetzter,  fällender  Wirkung  (verdünnte  Mineral- 
säuren), so  daß  die  Loebschen  Vorstellungen  zumindest  völlig  un- 
bewiesen sind,  vor  allem  auch  in  bezug  auf  die  Rolle  oxydations- 
hemmender Faktoren.  — Heilbriin^  sieht  dagegen  das  Überein- 
stimmende in  den  entwicklungsanregenden  Substanzen  in  ihrer  Fähig- 
keit, die  Oberflächenspannung  herabzusetzen.  Vielleicht  aber  braucht 
man  gar  nicht  einmal  irgendeine  spezifische  Wirkung  anzunehmen, 
sondern  die  reife  Eizelle  verschiedener  Tiergruppen  stellt  von  vorn- 
herein ein  sehr  labiles  System  dar,  in  dem  der  Anstoß  durch  ver- 
schiedenartige Reize  genügt,  um  eine  Kette  von  Vorgängen  auszu- 
lösen, die  zur  Furchung  führen,  sofern  der  Reiz  nicht  zu  lange  anhält 
oder  zu  schädlich  ist,  bzw.  rückgängig  gemacht  wird. 

Außer  den  hier  kurz  angeschnittenen  Fragen  sind  eine  Reihe  weiterer 
Probleme  im  Zusammenhang  mit  der  Befruchtung  z.  T.  ausführlicher  be- 
arbeitet worden:  so  z.  B.  die  Frage  nach  der  Abgabe  von  Substanzen,  welche 
die  Spermien  anlocken  bzw.  nach  der  Befruchtung  ihr  weiteres  Eindringen 
verhindern,  ebenso  die  nach  der  Abgabe  von  Stoffen,  welche  die  Entwicklung 
hemmen  oder  fördern,  die  nach  den  unterschiedlichen  Reaktionen  im  Cor- 
ticalplasma  und  im  Plasma  des  Eiinnern.  Auch  die  Festlegung  der  Polarität 
der  Eizelle  und  der  Eiachse  in  bezug  auf  die  Ausbildung  des  Embryos  durch 
das  eindringende  Spermium  ist  seit  Boveri  und  Wilson  gerade  am  Seeigelei 
viel  erörtert  worden,  ohne  daß  das  Problem  bisher  als  endgültig  entschieden 
gelten  könnte  (vgl.  P.  E.  LiNDAHLund  A.  Stordal  1937,  s.  auch  Schleip  1929). 

Alle  diese  Dinge  sind  entwicklungsphysiologisch  höchst  bedeutungsvoll; 
sie  erfordern  aber  infolge  mancher  Unklarheiten  und  einander  widersprechen- 
der Anschauungen  eine  zu  breite  Darstellung  und  können  infolgedessen 
hier  nicht  näher  erörtert  werden  (vgl.  vor  allem  W.  Schleip  1929).  Das 
gleiche  gilt  von  den  Vorstellungen  über  die  entwicklungsphysiologischen 
Potenzen  und  „Gefälle“  (vgl.  z.  B.  für  das  Seeigelei  von  Ubisch  und  Hör- 
staditjs).  Über  die  speziellen  Verhältnisse  bei  den  Amphibien  liegt  hingegen 
eine  so  reiche  und  wohlgeordnete  Literatur  vor,  daß  hier  nur  ganz  allgemein 
darauf  hingewiesen  zu  werden  braucht  (insbesonders  Spemann  1936;  für  die 
Entwicklungsphysiologie  des  Insektenkeims  vgl.  F.  Seidel  1936). 


3.  Frühembryonale  Differenzierungs  Vorgänge 

Die  frühen  Entwicklungsstadien  verschiedener  Tiergruppen  unter- 
scheiden sich  weitgehend  hinsichtlich  des  Zeitpunktes  der  Zelldeter- 
mination und  ihres  Regulationsvermögens.  Entwicklungsmechanik 
und  vergleichende  Embryologie  ergaben  das  Vorhandensein  der 
beiden  verschiedenen  Typen  der  Mosaik-  und  Regulationseier 
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als  extreme  Vertreter  verschiedenartiger  Differenzierungsweisen.  Bei 
den  Mosaikeiern  ist  schon  in  der  Eizelle  eine  bestimmte  Verteilung  der 
prospektiven  Potenzen  auf  verschiedene  Plasmabezirke  und  dem- 
entsprechend eine  streng  determinierte  Furchung  sowie  mangelndes 
Regulations-  und  Regenerationsvermögen  festzustellen.  Bei  den 
Kegulationseiern  dagegen  liefern  getrennte  Furchungszellen  noch 
entsprechend  verkleinerte,  aber  harmonisch  gebildete  Ganzkeime; 
die  Determination  erfolgt  allmählich  und  stufenweise,  wobei  be- 
stimmte Bezirke  vorauseilen  und  benachbarte  Keimteile  zu  ab- 
hängigen Differenzierungen  abstimmen. 

Es  erhebt  sich  die  Frage,  wie  weit  dies  verschiedene  Verhalten 
histophysiologisch,  wenn  nicht  zu  erklären,  so  doch  zu  kennzeichnen 
ist.  Spek  wies'  in  den  Eizellen  von  Nereis,  Chaetopterus , Columbella, 
von  Tintenfischen,  Teleosteern  und  anderen  Organismen  polare 
Sonderungsprozesse  nach,  wobei  ,, saure  Kolloide“  an  den  vege- 
tativen, „basische  Kolloide“  an  den  animalen  Pol  wandern.  Spek 
erklärt  dies  durch  die  Annahme  einer  Kataphorese  in  der  lebenden 
Zelle.  Hinsichtlich  des  Säuregrades  der  verschiedenen  Eiteile  bildet 
sich  ein  deutliches  Gefälle  heraus,  das  durch  die  vitale  Färbung  mit 
Neutralrot  und  anderen  basischen  lipoidlöslichen  Farbstoffen  leicht 
nachzuweisen  war  (s.  dazu  auch  S.  62).  Durch  die  Furchungs- 
teilungen wird  nun  das  verschiedene  Plasmamaterial  z.  B.  bei  Nereis 
ungleich  auf  die  Zellen  verteilt,  so  daß  diese  sich  also  von  vornherein 
physiologisch  unterscheiden. 

Es  fragt  sich  allerdings,  ob  wir  diese  Sonderungsprozesse  tatsäch- 
lich als  kataphoretische  Erscheinungen  deuten  können.  Die 
direkt  gemessenen  elektrostatischen  Potentialunterschiede  am  ani- 
malen und  vegetativen  Eipol  reichen  jedenfalls  zur  Erklärung  einer 
solchen  Kataphorese  wohl  kaum  aus,  zudem  konnte  Dorfman  (1929) 
bei  Froscheiern  nach  der  Befruchtung  eine  „Potentialumkehr“  beob- 
achten. Demnach  müßte  also  eine  entgegengesetzte  Wanderung  ein- 
treten.  Weiterhin  würde  die  Kataphorese  nur  streng  bipolare  Ver- 
teilungsprozesse erklären,  während  oft  viel  kompliziertere  feldartige 
Sonderungsprozesse  festzustellen  sind.  Spek  versucht  dagegen  eine 
Plasmaströmung  auszuschließen,  obgleich  eine  solche  z.  B.  auf  Zeit- 
rafferfilmen am  Fischei  sehr  deutlich  erkennbar  ist.  Weiterhin 
konnte  Spek  im  Nereis- Ei  die  „sauren  und  basischen  Kolloide“  nicht 
durch  Zentrifugieren  verlagern,  während  dies  C.  P.  Raven  nach 
noch  unveröffentlichten  Versuchen  ohne  weiteres  gelang.  Raven 
nimmt  daher  in  Übereinstimmung  mit  Ries  und  Gersch  an,  daß 
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es  sich,  bei  den  von  Spek  beobachteten  Sonderungsprozessen  im 
wesentlichen  nur  um  die  längst  bekannten  Dotterverlagerungs- 
erscheinungen handelt,  die  zu  solchen  auffälligen  Unterschieden  im 
Verhalten  bei  der  vitalen  Färbung  führen.  Mit  dieser  Auffassung 
steht  in  Einklang,  daß  die  Sonderungsprozesse  genau  so  nicht  nur 
in  Mosaik-,  sondern  auch  in  Regulationseiern  auftreten  können  und 
wahrscheinlich  überall  dort  besonders  auffällig  sind,  wo  sich  ein 
Bildungsplasma  vom  Dottermaterial  absondert,  wie  z.  B.  im  Ei  von 
Teleosteern  und  Tintenfischen. 

Ries  und  Gersch  verfolgten  vor  allem  bei  Entwicklungsstadien 
von  Ajflysia , welchen  Anteil  die  Cytoplasmabestandteile  an 
der  Sonderung  nehmen,  und  wie  weit  sich  auch  hinsichtlich  des 
Redoxpotentials  Verschiedenheiten  herausbilden.  Es  ergab  sich, 


Abb.  41.  Bipolare  Sonderungsprozesse  im  Ei  der  Schnecke  Aplysia.  — 
Nach  Ries  und  Gersch  (1936). 


daß  während  der  Reifungsteilungen  in  dem  noch  nicht  erkennbar 
polarisierten  Ei  die  Mitochondrien  sich  vor  allem  am  animalen  Pol, 
die  Fettdotterschollen  in  einer  mittleren  Zone  und  die  Eiweißdotter- 
schollen am  vegetativen  Pol  ansammeln  (Abb.  41).  Die  Eiweißdotter- 
schollen stellen  eine  besonders  saure  und  fixationsstabile  Phase  (vgl. 
S.  128)  dar,  Vitalfärbungs versuche  lassen  auf  ein  pH  von  etwa  6 
schließen ; ihr  isoelektrischer  Punkt  (festgestellt  nach  der  Methode  von 
Pischin gee , s.  S.  108)  entspricht  etwa  einem  pH  von  6,2.  Am  animalen 
Pol  stellt  sich  demgegenüber  ein  pH  von  etwas  unter  8 ein.  Die  Oxy- 
dation von  Leukobasen  beginnt  jiun  stets  im  animalen  Polplasma; 
erst  sekundär  verteilt  sich  der  gebildete  Farbstoff  entsprechend  dem 
Säuregrad  und  Speicherungsvermögen  im  übrigen  Plasma,  wobei  er 
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Abb.  42.  Die  Leukomethylenblaureaktion  verschiedener  Entwicklungsstadien  von  Regu- 
lations-  und  Mosaiktypen.  — I.  Seeigel:  starke  Abnahme  der  LMR  in  der  befruchteten 
Eizelle  (b).  Keine  mit  Hilfe  der  LMR  nachweisbaren  Sonderungsprozesse  zwischen  den 
beiden  ersten  Furchungszellen  (c).  Auf  dem  16-Zellenstadium  bläuen  allerdings  die 
Makromeren  vielleicht  etwas  schwächer  als  die  anderen  Zellen  (d).  In  der  Blastula  (e)  da- 
gegen wieder  völlig  gleichartiges  Verhalten  aller  Zellen.  — II.  Aplysia : in  der  reifen  Ei- 
zelle Oxydation  im  animalen  Material.  Weitere  Sonderungsprozesse  während  der  frühen 
Furchung  ( b , c,  d).  Auf  dem  frühen  Larvenstadium  zeichnen  sich  vor  allem  die  Zellen 
des  Trochus  durch  ihre  starke  LMR  aus.  — III.  Egel  Herpobdella:  Sonderungsprozesse 
treten  mit  Hilfe  der  LMR  erst  mit  Beginn  der  ersten  Furchungsteilung  allmählich  in 
Erscheinung  und  werden  auf  dem  4-Zellenstadium  (c)  besonders  deutlich.  — IV.  Poma- 
toceros  (Polychaeta) : Sonderungsprozesse  im  Verlauf  der  ersten  Furchungsteilung 
(b  und  c).  Auf  dem  4-Zellenstadium  zwei  deutlich  stärker  bläuende  Zellen.  — V.  Ciona 
(Tunicata):  Sonderungsprozesse  während  der  Eireifung  und  der  frühen  Furchung.  — 
Nach  Gersch  und  Ries  (1937). 
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schließlich  vor  allem  vom  vegetativen  Material  angereichert  wird. 
Umgekehrt  erfolgt  die  Farbstoff reduktion  zuerst  stets  im  vegetativen 
Material  (Abb.  42).  Es  ergibt  sich  also  auch  in  bezug  auf  das  Redox- 
potential ein  Gefälle  vom  animalen  zum  vegetativen  Pol. 

Durch  eine  gesetzmäßige  Folge  von  teils  aequalen,  teils  quantitativ 
und  qualitativ  inaequalen  Furchungsteilungen  wird  nun  das  Plasma- 
material ungleich  auf  die  verschiedenen  Zellen  verteilt.  Dabei  wieder- 
holen sich  entsprechende  Sonderungsprozesse  wie  in  der  Eizelle  auch 
noch  in  den  Makromeren  vor  Abgabe  der  Mikromeren.  Zum  großen 
Teil  sind  also  die  embryonalen  Zellen  trotz  morphologischer 


Abb.  43.  Oxydoreduktionserscheinungen  während  der  frühen  Furchung  von 
A'plysia  limacina.  Obere  Reihe:  Oxydation  von  Leukomethylenblau  zu 
Methylenblau  erfolgt  im  animalen  Material  und  in  stärkstem  Maße  in  der 
Mikromere,  die  die  beiden  Richtungskörper  trägt.  Untere  Reihe:  die  Reduk- 
tion von  Janusgrün  B zu  Diäthylsafranin  setzt  dagegen  im  vegetativen  Ma- 
terial ein.  — Nach  Ries  und  Gersch  (1937),  schematisiert. 

Gleichheit  bereits  vielfach  physiologisch  differenziert. 
So  läßt  sich  z.  B.  wahrscheinlich  eine  Zellfolge  durch  die  besonders 
rasch  und  kräftig  eintretende  vitale  Bläuung  von  Leukomethylen- 
blau bis  zu  den  Trochus-Zellen  der  j ungen  Veliger-Larve  verfolgen  (vgl. 
Abb.  43).  Weiterhin  sind  bestimmte  Zellen,  aus  denen  sich  später 
die  athrocytären  Organe  entwickeln  (Fußwulst,  Opercularepithel, 
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Mantelrandwulst)  von  vornherein  durch  das  Vermögen  zur  Auf- 
nahme saurer  lipoidunlöslicher  Farbstoffe  gekennzeichnet  (vgl. 
Abb.  47,  S.  277). 

Bei  dem  Egel  Herpobdella  fehlen  mit  dem  sauren  Eiweißdotter 
auch  so  extreme  Sonderungserscheinungen  in  bezug  auf  das  pH  in 
den  Eizellen.  Dagegen  bilden  sich  aber  während  der  ersten  beiden 
Furchungsteilungen  auffällige  Unterschiede  in  der  vitalen  Rongalit- 
weißreaktion  heraus,  während  der  späteren  Furchung  auch  solche 
hinsichtlich  der  vitalen  Färbung  mit  unreduzierten  basischen  Farb- 
stoffen (Gersch  und  Ries  1937).  Bei  dem  Polychäten  Pomatoceros 
trat  während  der  frühen  Furchung  bereits  eine  Differenzierung  in 
bezug  auf  die  Rongalitweißreaktion  ein.  Bei  der  Ascidie  Ciona  be- 
sitzt der  Keimbezirk,  der  dem  von  Conklin  bei  Cynthia  beschriebenen 
„gelben  Plasma“  entspricht,  frühzeitig  ein  stärkeres  Oxydations- 
vermögen. 

Jedenfalls  zeichneten  sich  alle  bisher  untersuchten  Mosaikeier  durch 
physiologische  Differenzierungen  aus,  die  vor  oder  während  der 
frühen  Furchung  eintreten  und  sich  vor  allem  im  Redoxvermögen 
ausprägen.  Bei  verschiedenen  Seeigelarten  mit  typischer  Regu- 
lationsentwicklung fehlen  dagegen  entsprechende  Sonderungser- 
scheinungen, und  erst  zu  Beginn  der  Mesenchymbildung  lassen 
sich  vitalfärberisch  bestimmte  Unterschiede  der  Zellen  sicher  erfassen. 

Außer  diesen  vitalfärberisch  nachweisbaren  Sonderungserschei- 
nungen ließen  sich  kürzlich  auch  noch  ganz  charakteristische  Ver- 
teilungsprozesse für  bestimmte  Substanzen  und  Stoff- 
gruppen histochemisch  auf  decken,  die  teilweise  vielleicht  das  pH 
und  rH  der  verschiedenen  Plasmazonen  mit  bestimmen.  So  wird 
z.  B.  Vitamin  C im  Aplysia- Ei  ausschließlich  bestimmten  Zellfolgen 
mitgegeben  (Abb.  44).  Auch  die  Benzidin-Peroxydase  und  die 
Indophenolblau- Oxydase  (Phenolase)  sowie  die  Leukomethylenblau- 
Oxydoredukase  markieren  einzelne  Plasmazonen  und  Zellfolgen 
(Abb.  45).  Bei  der  Ascidie  Ciona  ließ  sich  durch  die  Oxydasen-  und 
Peroxydasen-Nachweise  das  „Halbmondplasma“  elektiv  darstellen, 
das  seit  Conklins  Untersuchungen  an  Styela  als  klassisches  Anzeichen 
einer  streng  determinierten  Entwicklung  gilt.  Eigenartigerweise 
verändern  sich  hier  die  Reaktionen  überhaupt  nicht  vom  unbefruch- 
teten Ei  bis  zur  fertig  differenzierten  Muskelzelle  der  geschlüpften 
Larve. 

Der  Zeitpunkt  dieser  Sonderungserscheinungen  ist  cha- 
rakteristisch verschieden.  Sie  scheinen  aber  meistens,  wenn  nicht 
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immer,  erst  nach  oder  während  der  Eireifung  in  Erscheinung  zu  treten. 
Im  Ascidien-Ei  liegt  schon  ein  fertiges  Substanzmosaik  vor,  wenn 
das  reife,  befruchtungsfähige  Ei  den  Ovidukt  verläßt;  doch  treten 
auch  auf  späteren  Furchungsstadien  noch  Sonderungsprozesse  ein, 


Abb.  44.  Vitamin-C-Reaktion  während  der  Furchung  von  Aplysia.  — a)  Reife 
Eizelle  mit  Ring  von , , Speichergranulis“ ; 6)  Erste  Furchungsteilung ; c)  8-Zellen- 
stadium.  Die  vier  Mikromeren  sind  frei  von  Vitamin-C-Granulis ; d)  12-Zellen- 
stadium  1 a,  16,  lc,  Id  sowie  26  und  2 a sind  frei.  — Nach  Ries  (1937). 


Abb.  45.  Indophenolblau-Reaktion  ( Phenol- Oxydase  vgl.  S.  193)  während 
der  Furchung  von  Aplysia.  — a)  Unreifes  Ei;  6)  Reifes  Ei;  c)  Zweiteilung; 
d)  10-Zellenstadium.  — Nach  Ries  (1937). 


so  z.  B.  bei  der  Differenzierung  der  Myoblasten  und  prospektiven 
Mesenchymzellen  (Abb.  46).  Bei  Aplysia  beginnt  die  Sonderung 
erst  im  Laufe  der  2. — 8.  Stunde  nach  der  Eiablage  und  wird  dann 
während  der  frühen  Furchung  fortgesetzt.  Nach  Versuchen  von 
C.  P.  Baven  wird  daher  auch  eine  frühzeitige  Verlagerung  von 
Plasmasubstanzen  durch  Zentrifugieren  noch  ausgeglichen.  Bei 
Rtifobdtlla  und  Pomatoceros  erfolgt  die  Sonderung  nach  den  Er- 
gebnissen der  vitalen  Färbung  während  der  ersten  Furchungsschritte. 
Beim  Seeigel  dagegen  treten  histophysiologisch  nachweisbare  Sub- 
stanzsonderungen erst  mit  beginnender  Mesenchymbildung,  also  nach 
Ablauf  der  eigentlichen  Furchung,  deutlich  in  Erscheinung. 

Demnach  scheint  der  Unterschied  zwischen  dem  Regu- 
lations-  und  dem  Mosaiktyp  der  Entwicklung  vor  allem 
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zeitlich  bedingt  zu  sein  und  sich  außerdem  auch  auf  das  Ausmaß 
der  Sonderungserscheinungen  zu  erstrecken.  Zwischen  beiden  Ex- 
tremen gibt  es  wahrscheinlich  alle  nur  möglichen  Übergänge.  Damit 
stehen  viele  entwicklungsphysiologische  Erfahrungen  in  Einklang. 
So  konnte  u.  a.  Wilson  (1929)  bei  Chaetopterus  nachweisen,  daß 
hier  die  determinierenden  Substanzen  jedenfalls  noch  nicht  im  un- 
reifen Ei  gesondert  sein  können;  denn  nach  Zerteilen  unreifer  Eier 


Chord. 


b«'2 1 


Abb.  46.  Benzidin-Peroxydase-Reaktion  während  der  Furchung  von  Ciona 
intestinalis . — a)  2 -Zellenstadium;  b)  8-Zellenstadium  vom  vegetativen 
Pol  aus  gesehen;  c)  Vegetative  Hälfte  eines  Überganges  zum  64-Zellen- 
stadium.  — Nach  Ries  (1937). 


durch  Zentrifugieren  ergaben  die  Teile  noch  ziemlich  normal  gebildete 
Zwerglarven. 

Über  die  Faktoren  der  Sonderungserscheinungen  läßt  sich 
auf  Grund  der  bisherigen  Versuche  noch  nichts  Sicheres  sagen.  Die 
Speksche  Kataphorese-Theorie  kann  jedenfalls  nicht  allein  aus- 
schlaggebend sein  (s.  S.  62).  Es  scheint,  als  ob  die  komplizierteren 
Sonderungserscheinungen,  die  nicht  nur  zu  einer  bipolaren  Schich- 
tung führen,  nur  durch  das  Zusammenwirken  verschiedener  Faktoren 
zu  erklären  seien.  Dabei  spielt  vielleicht  u.  a.  die  Verlagerung  der 
Strukturen  je  nach  ihrer  spezifischen  Schwere  und  je  nach  ihrer 
Ladung  eine  Rolle,  ebenso  Plasmaströmungen  und  bestimmte 
Gradienten  in  bezug  auf  den  Stoffwechsel  (vor  allem  bei  einseitig 
ernährten  Eiern,  Eiern  mit  exzentrischen  Kernen  usw.)  sowie  in 
bezug  auf  pH  und  rH.  Schließlich  können  dabei  auch  elektrostatische 
Membranpotentiale  von  Bedeutung  sein.  Jedenfalls  vermag  die 
histophysiologische  Erforschung  der  Differenzierungsprozesse  tiefer 


270  Entwicklungsphysiologie,  GewebsdifEerenzierung  und  Wachstum 

in  die  Entwicklungsvorgänge  einzuführen  als  eine  ausschließlich 
morphogenetisch  eingestellte  Analyse;  denn  es  treten  vielfach  schon 
physiologische  Veränderungen  vor  der  morphologischen  Diffe- 
renzierung auf.  Hinsichtlich  der  morphologischen  Strukturen  läßt 
sich  dagegen  selten  Genaueres  über  ihre  Natur  und  Wirkungsweise 
aussagen  (so  z.  B.,  wenn  bestimmte  Keimteile  durch  natürliche 
Pigmente  oder  stärker  färbbare  Einschlüsse  usw.  markiert  sind). 

Neuerdings  ließ  sich  auch  ein  sehr  verschiedenartiges  Verhalten 
von  streng  determinierten  Entwicklungstypen  ( Aplysia , Herpo- 
bdella,  Pomatoceros)  und  Regulationskeimen  (Psammechinus  und 
Chrysaora)  gegenüber  Trypanblau  festzustellen.  Bestimmte  Ent- 
wicklungsstadien der  letzteren  (Gastrulationsstadien  bzw.  die  Vor- 
stadien der  Planulae)  reagieren  auf  Trypanblau  mit  ganz  extremen 
Formverbildungen,  während  die  Mosaiktypen  sich  normal  ent- 
wickelten oder  aber  in  zu  starken  Konzentrationen  abstarben.  Eben- 
so wie  bei  der  Lithiumbehandlung  der  Seeigellarven  ließen  sich  auch 
hier  bestimmte  sensible  Perioden  nachweisen,  die  nicht  mit  den 
Lithium-empfindlichen  zusammenfallen  (M.  Gersch  1937). 

4.  Faktoren  der  Ge  websdifferenzierung  und  ZeUdetermination 

Spemaot  und  seine  Schule  wiesen  in  Keimen  mit  allmählich  fort- 
schreitender, „abhängiger  Differenzierung“,  vor  allem  bei  Amphibien, 
bestimmte  Organisationszentren  nach,  welche  die  Umgebung 
zu  spezifischen  Formbildungs-  und  Differenzierungsvorgängen  an- 
regen. Holtfreter  u.  a.  zeigten,  daß  ein  einmal  induziertes  Gewebe 
sich  auch  in  einer  indifferenten  Salzlösung  zu  differenzieren  vermag, 
und  daß  der  induzierende  Reiz  des  Organisators,  wie  z.  B.  der  dor- 
salen Urmundlippe,  in  vitro  ein  noch  determinationsfähiges,  embryo- 
nales Gewebe  zur  Entwicklung  in  bestimmter  Richtung  abstimmt 
(Abb.  64,  S.  338). 

Überraschenderweise  wirken  die  verschiedenartigsten  Stoffe 
und  abgetötete  oder  gar  getrocknete  und  erhitzte  Gewebe  sowie 
auch  Gewebeextrakte  als  „Organisator“.  Es  ist  bisher  nicht 
gelungen,  das  wirksame  Agens  zu  isolieren  und  zu  identifizieren. 
Eine  Übersicht  der  in  dieser  Hinsicht  unternommenen  Versuche  gab 
neuerdings  Brohdstedt  (1937).  Vorübergehend  erschien  es  nach 
Fischer  und  Wehmeier  (1933)  so,  als  ob  Glycogen  Induktions- 
vermögen besäßen.  Doch  erwies  sich  diese  Meinung  als  irrig,  da  die 
wirksamen  Stoffe  sich  vom  Glycogen  trennen  ließen.  Nach  Need- 
ham  und  Mitarbeitern  sollte  die  induzierende  Substanz  ein  Sterol 


4.  Faktoren  der  Gewebsdifferenzierung  und  Zelldetermination  271 

sein,  wobei  entsprechend  den  Vorstellungen  von  Fischer  und  Weh- 
meier  vielleicht  ein  Säurereiz  zur  Demaskierung  des  Sterols  nötig 
ist.  Nach  Waddes'GTQN',  Needham  und  Brächet  induzieren:  1.  Un- 
verseifbare,  durch  Digitonin  fällbare  Fraktionen  aus  der  Leber; 
2.  ätherische  Extrakte  aus  rohem  Leberglycogen ; 3.  bestimmte 
synthetische,  Östrogene  Kohlehydrate;  4.  Thymonucleinsäure ; 
5.  Muskeladenylsäure;  6.  bestimmte  höhere  Fettsäuren;  7.  Kephalin- 
präparate; 8.  mit  Methylenblau  behandelte  Ektodermstücke.  Wohl 
mit  Kecht  zieht  Brokdstedt  aus  seiner  Literaturübersicht  den 
Schluß,  daß  eine  spezifische  Wirkung  dieser  Stoffe  unwahrschein- 
lich ist.  Es  kann  sich  wohl  kaum  um  eigentliche  Induktionsstoffe 
handeln,  sondern  es  ist  anzunehmen,  daß  ,,sie  mittelbar  wirken,  indem 
sie  imstande  sind,  die  Stoffwechselprozesse  der  reagierenden  Zellen  so 
zu  lenken,  daß  die  Zellen  die  eigentlichen  Induktionstoffe  abgeben“. 

Aus  histochemischen  Untersuchungen  der  Sonderungserschei- 
nungen in  Mosaikeiern  (vgl.  Ries  1937)  geht  hervor,  daß  ein  kompli- 
ziertes Substanzmosaik  entstehen  kann,  ohne  daß  man  dabei 
jeden  Stoff,  der  etwa  während  der  Embryonalentwicklung  in  einem 
besonderen  Keimteil  angereichert  wird  (wie  z.  B.  Vitamin  C bei 
A'plysia , Oxydasen  und  Peroxydasen  bei  Ciona)  gleich  induzierende 
oder  ,, organbildende“  Wirkung  (Conklin)  zuschreiben  könnte.  Viel- 
leicht löst  das  komplexe  Substanzmosaik  als  solches  in  den  einzelnen 
Keimbezirken  verschiedene  Potenzen  aus.  So  könnte  das  Organi- 
sationsproblem in  gewisser  Weise  vielleicht  auf  die  Gradiententheorie 
Childs  in  ihrer  weitesten  Fassung,  d.  h.  auf  eine  Stoff sonderung 
infolge  bestimmter,  in  der  Eizelle  vorhandener  Gradienten  zurück- 
geführt werden.  In  vergleichbarer  Weise  nehmen  Waddesgton, 
Needham  und  Brächet  (1936)  an,  daß  der  Induktionsstoff  vielleicht 
im  ganzen  Keim  verbreitet  ist,  aber  infolge  des  in  diesem  vorhandenen 
Stoffwechselgefälles  nur  im  Organisationszentrum  frei  oder  aktiviert 
wird.  Das  Stoffwechselgefälle  ist  aber  zunächst  ein  Postulat  der 
Childschen  Gradiententheorie.  Allerdings  dürften  wir  wohl  nicht 
nur  das  Vorhandensein  eines  überall  herrschenden,  einfachen,  bi- 
polaren basipetalen  Reduktionsgradienten  annehmen,  wie  Child 
meint,  sondern  wir  müßten  mit  der  Gradiententheorie  die  Vor- 
stellung einer  komplizierteren,  feldmäßigen  Verteilung,  d.  h.  also 
mehrerer  komplizierterer  und  vielleicht  ineinandergreifender  Gra- 
dienten verbinden. 

Allem  Anschein  nach  gibt  es  nun  mehrere  Beispiele  von  Gewebsdeter- 
mination,  die  völlig  aus  diesem  Rahmen  einer  auch  von  außen  möglichen 
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stofflichen  Induktion  herausfallen.  Das  sind  die  Fälle,  in  denen  bestimmte 
stark  färbbare  und  wahrscheinlich  ruhende  Einlagerungen  gewisse 
Gewebe  „determinieren“  (so  z.  B.  die  Velarzellen  von  Neritina  nach 
Blochmann,  Pigmentgranula  in  den  das  Entoderm  liefernden  Zellen  von 
Seeigeln  nach  Boveri,  Pigmente  bei  Styela,  bei  Limnaea , Keimbahnkörper 
usw.)  und  vor  allem  die  wenigen  Objekte,  bei  denen  die  späteren  Geschlechts- 
zellen schon  in  der  frühesten  Embryonalentwicklung  durch  ihren  von  den 
somatischen  Geweben  abweichenden  Chromosomenbestand  ,,  de  terminiert“ 
erscheinen.  Die  determinierende  Wirkung  dieser  Körper  ist  meist  aber  nicht 
erwiesen  oder  kann  sogar  geradezu  ausgeschlossen  werden.  So  kann  z.  B. 
bei  Seeigeln  und  Limnaea  die  Entwicklung  trotz  Verlagerung  der  Pigmente 
völlig  normal  verlaufen.  Nach  Conklin  (1936)  können  die  , ,Pseudomito- 
chondrien“  im  Ei  von  Styela,  die  er  ursprünglich  für  organbildende  Substanzen 
hielt,  durch  Zentrifugieren  unbeschadet  einer  normalen  Muskelzelldifferen- 
zierung weitgehend  verlagert  werden.  Diese  Substanzen  sind  also  mehr  als 
,, markierende“,  bestimmte  Zellfolgen  begleitende  Strukturen  anzusehen,  und 
nicht  als  determinierende  oder  induzierende  Stoffe.  Allerdings  ist  von  vorn- 
herein durchaus  nicht  sicher,  ob  diese  Körper  sich  wirklich  in  Stoffwechsel- 
ruhe befinden.  Gerade  Pigmentkörnchen  könnten  z.  B.  als  Oxydo-Reduk- 
tionskatalysatoren  eine  Rolle  spielen  (die  z.  B.  durch  die  Leukomethylenblau- 
Oxydation  vielfach  nachzuweisen  ist)  und  so  im  Sinne  von  Waddington, 
Neediiam  und  Brächet  vielleicht  Induktionsstoffe  ,, aktivieren“,  y 

Noch  weniger  wissen  wir  über  Natur  und  Wirkungsweise  der  Keimbahn- 
körper, deren  Ausschaltung  allem  Anschein  nach  eine  Differenzierung  der 
Geschlechtszellen  unmöglich  macht  [z.  B.  bei  Drosophila  nach  Geigy  (1931) 
durch  Bestrahlung,  bei  Chrysomeliden  nach  Hegner  (1911)  nach  Anstich 
oder  Brennung  des  hinteren  Eipols  mit  den  Polgranulis,  vgl.  weiterhin  das 
eigentümliche  Verhalten  gewisser  Zehrwespen,  bei  denen  nach  Silvestri  aus 
Keimen  mit  Keimbahnkörper  durch  Zerteilung  in  verschiedene  Embryonen 
wahrscheinlich  Tiere  ohne  Keimzellen  entstehen,  wenn  nämlich  der  Keim- 
bahnkörper nicht  auf  alle  Embryonen  verteilt  wurde  (s.  P.  Büchner  1915)]. 

Auch  in  den  beiden  am  eingehendsten  analysierten  Fällen  frühzeitiger  Ge- 
schlechtszelldifferenzierung unter  Chromatindiminution  bzw.  Chromosomen- 
elimination in  den  somatischen  Zellen,  bei  Ascaris  und  paedogenetischen  Gall- 
mücken, ist  letzten  Endes  wohl  das  Plasma  entscheidend  für  das  abweichende 
Verhalten  der  Chromosomen  in  den  verschiedenen  Keimbezirken.  Bei  den 
Gallwespen  wird  das  Plasma,  in  dem  der  volle  Chromosomenbestand  für  die 
Geschlechtszelldifferenzierung  bewahrt  bleibt,  durch  ein  „grobkörniges  Pol- 
plasma“ gekennzeichnet  (vgl.  Z.  Kraczkiewicz  1936  und  A.  Reitberger 
1934).  Bei  Ascaris  bewies  schon  Boveri  durch  Zentrifugierversuche  und  an 
dispermen  Eiern,  daß  die  Chromosomendiminution  im  „vegetativen“  Plasma 
stets  ausbleibt,  während  sie  im  „animalen“,  das  allerdings  morphologisch  nicht 
besonders  gekennzeichnet  ist,  immer  eintritt.  Demnach  scheint  hier  die 
chromosomale  Differenzierung  bestimmter  Gewebe  plasma tisch  determiniert 
(induziert)  zu  sein.  Ob  das  für  die  Zelldifferenzierung  allgemein  gilt,  wird  die 
Zukunft  erweisen. 

Um  ähnliche  Probleme  geht  es 'in  der  Krebsforschung.  Hier 
handelt  es  sich  allerdings  wohl  meist  um  schon  differenzierte  Gewebe, 
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die  plötzlich  ihre  physiologischen  und  morphologischen  Eigenschaften 
ändern.  So  werden  z.  B.  aus  typischen  Epithel-,  Muskel-  oder  Binde- 
gewebszellen hemmungslos  wuchernde,  die  normalen  Wachstums- 
korrelationen störende,  manchmal  zu  Phagocytose  und  aerober 
Glycolyse  befähigte  Krebszellen,  die  ihre  spezifische  Differenzierung 
bis  zu  einem  gewissen  Grade  verlieren.  Diese  Umstimmung  kann 
durch  die  verschiedenartigsten  Beize  mechanischer  und  chemischer 
Art  sowie  durch  Bestrahlung  ausgelöst  werden. 

Nach  A.  Fischer  sind  vier  Perioden  der  Krebsforschung 
zu  unterscheiden:  Ursprünglich  herrschte  die  Lehre  von  der  „spe- 
zifischen Krebszelle“.  Ihr  folgte  die  „bakteriologische  Aera“  mit 
ihren  Überimpfungen  von  Tier  zu  Tier.  Später  wandte  sich  die 
Forschung  vor  allem  der  Möglichkeit  künstlicher  Krebserzeugung 
durch  Teerpinselung  usw.  zu.  Die  Gewebekultur  ermöglichte  dann 
die  Untersuchung  der  Physiologie  und  Biologie  der  Krebszelle. 
Neuerdings  scheint  auch  diese  Periode  mehr  und  mehr  abgelöst  zu 
werden  von  einer  genetischen  Betrachtung  des  Krebsproblems. 

Nach  B.  Fischer- Wasels  sollen  nun  die  verschiedenartigen 
krebserzeugenden  Beize  „in  der  atmungsschädigenden  und 
gärungssteigernden  Wirkung  auf  den  Stoffwechsel  der  lebenden 
Zelle  übereinstimmen“,  und  die  „Metastruktur  der  Zelle“  soll  z.  B. 
durch  oberflächenaktive,  lipoidlösliche  und  oxydationshemmende 
Teersubstanzen  umgewandelt  werden.  Aber  diese  Betrachtung  er- 
klärt auch  bei  Voraussetzung  einer  bestimmten  „Allgemeindis- 
position“ zum  Krebs  und  eines  lokalen  Begenerationsprozesses  noch 
nicht,  auf  welche  Weise  die  Konstanz  der  bösartigen  Eigenschaften 
in  den  betroffenen  Zellstämmen  zustande  kommt.  Diese  Erscheinung 
zeigte  sich  vor  allem  im  Verhalten  der  malignen  Zellen  in  der  Ge- 
webekultur : auch  nach  vielen  Passagen  bleiben  die  spezifischen 
Eigenschaften  des  Krebses  erhalten  und  wirken  sich  z.  B.  bei  Bück- 
verpflanzung  in  ein  Wirtstier  wieder  in  vollem  Umfange  aus. 

P.  Bous  u.  a.  glauben  die  Existenz  eines  Krebsvirus  annehmen 
zu  können,  weil  zellfreie  Filtrate  von  Bous-Hühnersarkom  Krebs 
bei  Injektion  hervorzurufen  vermögen.  Carrel  konnte  mit  Berkefeld- 
Filtraten  sogar  in  vitro  bei  Monocytenkulturen  Krebseigenschaften 
hervorrufen,  aber  dasselbe  ist  auch  durch  Behandlung  mit  Arsen- 
präparaten, Bestrahlung  usw.  möglich  (Literatur  s.  bei  A.  Fischer 
1932). 

Die  Cohnheimsche  Theorie,  die  vor  allem  in  der  pathologisch- 
anatomischen Literatur  vielfach  noch  eine  große  Bolle  spielt,  ver- 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II 
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sucht  die  Krebszelle  auf  versprengte  embryonal  gebliebene 
Gewebskeime  oder  Keimzellen  zurückzuführen.  Dabei  wird  aber 
gerade  die  wesentlichste  Eigenschaft  der  Krebszelle  übersehen,  näm- 
lich das  bösartige  infiltrierende  Wachstum  (auch  die  Glycolyse  u.  a.). 
Sie  kommt  daher  höchstens  für  die  Erklärung  von  Teratomen  in  Frage. 

Auch  die  oft  vertretene  Anschauung,  die  Geschwulstzelle  entstehe 
durch  Rück-  oder  Entdifferenzierung  von  Geweben,  geht 
am  Wesen  des  Problems  vorbei.  Sie  basiert  letzten  Endes  nur  auf 
einer  gewissen  morphologischen  Ähnlichkeit  mancher  Geschwulst- 
zellen mit  embryonalen  Zellen,  sowie  auf  ihrer  relativ  hohen  Ver- 
mehrungsrate, aber  dabei  unterscheiden  sich  die  Krebszellen  von 
embryonalen  Zellen  in  vitro  doch  insofern,  als  ihrer  intensiveren 
mitotischen  Vermehrung  ein  ebenso  häufiges  Absterben  parallel 
geht  (s.  S.  336).  In  Wirklichkeit  sind  deutliche  biologische  Unter- 
schiede nachzuweisen,  und  außerdem  fehlt  der  Krebszelle  ja  gerade 
das  hauptsächlichste  Kennzeichen  der  embryonalen  Zellen:  ihre 
normalen  Wachstumskorrelationen  im  Verbände  mit  ihresgleichen 
und  im  Laufe  der  fortschreitenden  Entwicklung,  sowie  ihre  Deter- 
minierbarkeit  zu  normalen  differenzierten  Geweben. 

Keineswegs  neu  ist  der  Gedanke,  die  Krebszelle  sei  eine  infolge 
chromosomaler  Defekte  entartete  Zelle.  Ihn  hat  schon 
Bovebi  ausgesprochen  auf  Grund  von  Beobachtungen  bei  Poly- 
spermieversuchen an  Seeigelkeimen:  Parallel  mit  den  durch  die 
Polyspermie  erzeugten  Unregelmäßigkeiten  in  der  Verteilung  der 
Chromosomen  ging  vielfach  hemmungsloses  Wuchern  und  zugleich 
auch  ein  starker  Zerfall  von  Mesenchymzellen  im  Innern  der  Blastula. 
Durch  verschiedene  Untersuchungen  über  den  Chromosomenbestand 
von  Krebszellen  konnten  allerdings  keine  konstanten  Abweichungen 
von  dem  der  normalen  Gewebe  festgestellt  werden  (A.  H.  Andres 
u.  a.),  in  anderen  Fällen  war  aber  doch  zum  mindesten  ein  stärkeres 
Schwanken  der  Chromosomenzahlen  zu  beobachten;  so  fand  z.  B. 
Ö.  Winde  (1930)  in  Geschwülsten  der  Maus  ein  Maximum  der 
Chromosomenzahl  bei  38,  ein  anderes  bei  68,  während  die  normale 
Zahl  40  beträgt.  Weiterhin  ist  seit  langem  bekannt,  daß  abnorme 
Mitosen  in  Krebsgeweben  vielfach  gehäuft  auftreten. 

Durch  verschiedene  neuere  Untersuchungen  scheint  jedenfalls  die 
Annahme  begründet,  daß  chromosomale  Wirkungen  in  manchen 
Fällen  eine  Rolle  bei  der  Geschwulstbildung  spielen.  Bei  einigen 
rein  gezüchteten  Mäusestämmen  ließ  sich  eine  vererbbare  Neigung 
zur  Bildung  von  Spontantumoren  feststellen.  Im  Transplantations- 
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versuch  gingen  manche  Tumoren  auch  immer  nur  bei  einer  ganz 
bestimmten  genetischen  Konstitution  des  Wirtes  an,  und  dabei 
scheinen  auch  die  genetischen  Verhältnisse  des  Implantats  von 
Bedeutung  zu  sein.  In  diesem  Zusammenhang  ist  nun  der  Ge- 
danke erörtert  worden,  ob  eine  normale  Zelle  vielleicht  durch  Gen- 
änderungen zu  einer  Krebszelle  werden  könnte.  Von  der  Tatsache 
ausgehend,  daß  verschiedene  ursprünglich  spontan  auf  einer  Maus 
entstandene  Tumoren  (die  also  aus  genetisch  gleichem  Material 
hervorgingen)  bei  Tranplantationen  mitunter  im  einzelnen  eine  et- 
was verschiedene  genetische  Konstitution  des  Wirtes  erforderten, 
ist  besonders  von  amerikanischen  Autoren  eine  „Mutationstheorie“ 
der  Krebsentstehung  entwickelt  worden  (vgl.  die  zusammenfassende 
Darstellung  von  J.  Bittner  1935).  Ihr  liegt  die  hypothetische 
Annahme  zugrunde,  das  verschiedene  Verhalten  jener  Tumoren 
entspreche  Veränderungen  ihres  Genoms.  Es  ist  aber  vorläufig  wohl 
nicht  zu  entscheiden,  ob  es  sich  dabei  vielleicht  um  eine  Art  von 
Dauermodifikation  handelt  oder  um  eine  wirkliche  „somatische 
Mutation“  (vgl.  auch  0.  Koehler  1936). 

In  Übereinstimmung  mit  vielen  Ergebnissen  von  Transplan- 
tations-, Explantations-  und  Regenerationsversuchen  scheinen  diese 
Erfahrungen  über  die  Gewebsdifferenzierung  darauf  hinzudeuten, 
daß  die  zellige  Differenzierung  irreversibel  ist.  Sie  kann  unter 
Umständen  zusätzlich  noch  in  anderer  Richtung  abgeändert  werden, 
niemals  aber  in  rückläufiger  Entwicklung  zu  einem  wiederum  embryo- 
nalisierten,  determinationsfähigen  und  omnipotenten  Gewebetyp  füh- 
ren. Ob  nun  die  Determination  und  Differenzierung  chromosomal 
bedingt  ist  oder  plasmatisch,  bzw.  auf  dem  Wege  über  plasmatische 
Differenzierungen  chromosomal  — auf  jeden  Fall  scheint  dieser 
Mechanismus  weitgehend  irreversibel  zu  sein.  Die  „erbfeste“  Ab- 
stimmung von  Zellen  und  Geweben  wird  vielleicht  durch 
viele  unspezifische  Reize  ausgelöst.  Insofern  ist  es  wo- 
möglich illusorisch,  nach  „spezifischen  Organisatorstoffen“  zu  suchen. 
In  diesem  oder  jenem  Falle  kann  unter  gewissen  Umständen  viel- 
leicht ein  ganz  bestimmter  Körper  des  Organisationszentrums  indu- 
zierende Eigenschaften  haben  bzw.  solche  in  den  Gewebssubstanzen 
auslösen.  In  anderen  Fällen  wird  das  durch  die  Sonderungsprozesse 
sich  bildende  und  histochemisch  faßbare  Substanzmosaik  vielleicht 
insgesamt  eine  solche  auslösende  und  determinierende  Wirkung 
haben,  d.  h.  die  ursprünglich  omni-  oder  zumindest  pluripotenten 
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Möglichkeiten  zugunsten  bestimmter  Leistungen  einengen.  Sei  es, 
daß  diese  Auslösung  normaler  oder  anormaler  Potenzen  an  noch 
völlig  indifferentem  embryonalem  Material  erfolgt,  oder  wie  bei  der 
Regeneration  zusätzlich  an  noch  differenzierungsfähigem,  aber  schon 
differenziertem  Gewebe,  bzw.  wie  bei  der  Krebsbildung  zusätzlich 
an  differenziertem  und  manchmal  hinsichtlich  der  mitotischen  Ver- 
mehrung ruhendem  Gewebe,  auf  jeden  Fall  ist  vor  allem  nach  den 
Faktoren  zu  forschen,  die  das  Substanzmosaik  und  die  Verteilung 
induzierender  Stoffe  hervorrufen.  Dann  sind  vor  allem  auch  die 
Mechanismen  zu  analysieren,  die  durch  die  Determination  und 
Induktion  ausgelöst  werden,  während  die  Frage  nach  der  Natur  der 
auslösenden  Stoffe  und  Reize,  jedenfalls  im  Experiment,  in  manchen 
Fällen  zweifellos  von  sekundärer  Bedeutung  sein  kann. 

5.  Histologische  Differenzierung  und  verschiedene 
Funktionsperioden  der  Gewebe 

Aufgabe  einer  zellbiologischen  Betrachtungsweise  ist  es,  die  Zelle 
von  ihrer  Entstehung  während  der  Embryonalentwicklung  durch 
alle  Funktionsphasen  bis  zu  ihrem  Untergang  zu  verfolgen.  Dabei  sind 
oft  nicht  nur  die  beiden  Perioden  der  embryonalen  undifferenzierten 
und  der  differenzierten  Gewebezelle  zu  unterscheiden,  sondern  noch 
verschiedene  besondere  Funktionsphasen  sowie  physiologische  Um- 
stimmungen. Leider  stehen  wir  erst  am  Anfang  dieser  Untersuchungs- 
weise. Daher  sind  bisher  nur  relativ  wenig  Zelltypen  in  dieser  Hin- 
sicht genauer  bekannt.  Es  fehlen  auch  noch  fast  alle  Ansatzpunkte 
für  eine  experimentelle  Faktorenanalyse  jener  Zellumstimmungen. 

Die  bisherigen  Untersuchungen  über  die  histologische  Diffe- 
renzierung beschränken  sich  in  der  Mehrzahl  der  Fälle  auf  die  Fest- 
stellung des  Zeitpunktes  der  Differenzierung  während  der  Embryonal- 
entwicklung und  vor  allem  auf  die  Morphogenese  der  die  histo- 
logische Differenzierung  kennzeichnenden  Strukturen.  Eine  ein- 
gehende histophysiologische  Untersuchung  mit  allen  uns  zur  Ver- 
fügung stehenden  Methoden,  durch  die  zweifellos  unser  Verständnis 
für  das  Zustandekommen  der  Differenzierung  und  der  dabei  auf- 
tretenden Strukturen  vertieft  würde,  fehlt  m.  W.  noch.  Nur  in 
wenigen  Fällen  sind  u.  a.  auch  Angaben  über  Viscositätsänderungen 
des  Plasmas  während  der  Differenzierung,  über  Veränderungen  im 
Chemismus  und  im  Verhalten  bei  vitaler  Färbung  (vgl.  Ries  1937) 
sowie  in  den  optischen  Eigenschaften  (vgl.  W.  I.  Schmidt  1937, 
dort  auch  weitere  Literatur)  vorhanden. 


5,  H istologische  Differenzierung  u.  verschiedene  Funktionsperioden  277 


Verschiedene  Funktionsperioden  von  Geweben  ließen  sich  bis- 
her vor  allem  während  der  embryonalen  Differenzierung  nachweisen. 
So  zeigen  z.  B.  die  Zellen,  aus  denen  bei  der  Veliger-Larve  von 
Aflysia  der  Mantelrandwulst,  das  Opercularepithel  und  der  Fuß- 
wulst hervorgehen,  drei  verschiedene  Phasen  hinsichtlich  des 
Speicherungs  Vermögens  für  saure  kolloidale  Farbstoffe,  das  ihnen 
von  vornherein  eigen  ist:  Vor  Anlage  der  Organe  erfolgt  die  Speiche- 
rung diffus  im  Plasma,  nach  Herausbildung  eines  gänzlich  unge- 
gliederten Wulstes  in  flockiger  Form  und  nach  Differenzierung  der 


Abb.  47.  Drei  Entwicklungsstadien  von  Aplysia  nach  Vitalfärbung  mit  dem 
sauren  kolloiden  Farbstoff  Trypanblau.  — • Verschiedene  Funktionsperioden: 
a)  Diffusfärbung  der  Mikromeren;  b)  Flockige  Speicherung  im  „Fußwulst“ 
der  frühen  Larve  und  Vakuolenfärbung  in  den  beiden  „Analzellen“;  c)  Gra- 
nuläre Speicherung  im  Opercularepithel,  Fuß  und  Mantelrand wulst,  die  sich 
alle  aus  dem  „Fuß wulst“  der  frühen  Larve  differenzierten.  — Nach  Ries 

und  Gersch  (1936). 


Gewebszellen  in  typisch  granulärer  Weise,  und  nun  erst  können  wir 
die  Zellen  als  wirkliche  athrocytäre  Elemente  ansprechen  (Abb.  47). 
Bei  verschiedenen  anderen  embryonalen  Geweben  (von  Aflysia,  See- 
igeln u.  a.)  werden  die  basischen  lipoidlöslichen  Farbstoffe  in  den  un- 
differenzierten Furchungszellen  durch  die  Mitochondrien,  in  den 
differenzierten  Gewebszellen  überwiegend  durch  die  Lipochondrien 
gespeichert. 

Auch  während  der  Embryonalentwicklung  der  Wirbeltiere  lassen 
sich  entsprechende  Funktionsperioden  vitalfärb erisch  hervorheben. 
Sie  sind  hier  insofern  bedeutungsvoll,  als  sie  verschiedene  Rück- 
schlüsse auf  das  Verhalten  in  vitro  sowie  auf  die  verschiedenen  Ent- 
wicklungsbedingungen zulassen.  Beim  Hühnerembryo  finden  sich 
in  der  Keimscheibe  bis  zum  1.  bis  2.  Tage  embryonale  Zellen, 
die  in  ihrem  Bau  und  in  ihrem  vitalfärberischen  Verhalten  weit- 
gehend den  undifferenzierten  Geweben  der  Amphibien  entsprechen. 
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Vom  3.  bis  5.  Bebrütungstage  beginnt  in  den  verschiedenen  Organ- 
anlagen die  Differenzierung,  die  zu  einem  ganz  anderen  Verhalten 
bei  der  vitalen  Färbung  und  bei  Züchtung  in  vitro  (z.  B.  der  Fibro- 
blasten) führt,  trotzdem  sind  die  Zellen  aber  im  morphologischen 
Sinne  noch  keineswegs  , .ausdifferenziert“.  Diese  Periode  dauert  ver- 
schieden lange,  bei  der  exokrinen  Pankreaszelle  z.  B.  von  der  Organ- 
anlage am  7.  bis  8.  Tage  bis  zum  18.  bis  19.  Bebrütungstage.  Bis 
zu  diesem  Zeitpunkt  sind  die  Zellen  relativ  fettreich,  das  Plasma  ist 
wenig  viscös,  und  die  Speicherung  basischer  Vitalfarbstoffe  erfolgt 
durch  die  Lipochondrien.  Trotzdem  sind  schon  ein  Golgiapparat  und 
auch  die  erste  Bildung  von  Proenzymgranula  morphologisch  nach- 
weisbar. Das  Verhalten  ändert  sich  dann  wenige  Tage  vor  dem 
Schlüpfen.  In  reicherem  Maße  setzt  die  Sekretbildung  ein.  Die 
Zellen  nehmen  nun  rascher  und  in  stärkerem  Maße  Vitalfarbstoffe 
auf,  die  vor  allem  durch  den  Golgiapparat  gespeichert  werden.  Zu 
dieser  Zeit  erst  wird  die  Zelle  in  der  Gewebekultur  züchtbar 
(I.  Fischer  und  Ries  1936,  vgl.  dazu  S.  347). 

Die  Differenzierung  der  Pankreaszelle  des  Axolotls,  die  von  Ries 
(1935)  und  von  I.  Fischer  (1937)  in  vitro  untersucht  wurde,  zeigt 
in  entsprechender  Weise  verschiedene  Perioden  im  Verhalten  der 
Zellen.  Es  handelt  sich  um  einen  schon  in  der  frühen  Gastrula  streng 
determinierten  Zelltyp  (s.  auch  Holtfreter  1925).  Die  Zellen 
differenzieren  sich  nach  erfolgter  Determination  in  vivo  und  in  vitro 
prinzipiell  in  gleicher  Weise  und  weitgehend  autonom,  doch  setzt  die 
Differenzierung  in  vitro  Tage  bis  Wochen  später  ein.  Dabei  entwickeln 
sich  die  undifferenzierten  Zellen  allein  auf  Kosten  des  gespeicherten 
Dottermateriales;  in  vitro  nutzen  die  Zellen  die  Nährstoffe  des 
Mediums  nicht  aus,  und  ihre  Wachstumsintensität  läßt  sich  in- 
folgedessen durch  verschiedene  Embryonalextrakt-Konzentrationen 
nicht  beeinflussen.  Vitalfarbstoffe  werden  zunächst  nur  von  den 
Melaninkörnchen  gespeichert,  die  wohl  eine  besondere  Rolle  im 
Stoffwechsel  dieser  Zellen  spielen.  Zu  Beginn  der  Differenzierung 
erscheinen  vitalfärbbare  Hüllen  und  Polkappen  an  den  ersten  ent- 
stehenden Proenzymgranulis,  deren  Bildung  größtenteils  nicht  durch 
typische  teilungsfähige  Lipochondrien  erfolgt,  sondern  die  aus  den 
bereits  in  den  frühembryonalen  Zellen  schon  vorhandenen  Fett- 
tröpfchen hervorgehen.  Die  embryonale  Pankreaszelle  vermag  also 
bereits  Proenzymgranula  zu  bilden,  noch  ehe  die  Organellen,  von 
denen  in  der  fertig  differenzierten  Zelle  die  Sekretbildung  ausgeht, 
funktionsfähig  sind.  Damit  erscheint  die  Bildung  der  Proenzym- 
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granula  vor  Beginn  des  Arbeitsrhythmus  doppelt  gesichert  (syn- 
ergetisches Prinzip  der  Zellarbeit),  und  die  dynamische  Diffe- 
renzierung der  Zelle  geht  hier  den  morphologischen  Formbildungs- 
prozessen voraus  bzw.  parallel.  Zu  gleicher  Zeit  wie  die  strukturelle 
Differenzierung  der  Zelle  beginnen  die  organologischen  Diffe- 
renzierungsvorgänge, so  daß  sich  über  eine  mögliche  gegenseitige 
Auslösung  dieser  Prozesse  nichts  feststellen  läßt.  Das  Aufnahme- 
vermögen der  Zellen  für  Vitalfarbstoffe  nimmt  weiterhin  zu,  es  be- 
ginnen jetzt  auch  die  Lipochondrien  sowie  der  Golgiapparat  mit  der 
Farbstoff  Speicherung.  In  vitro  nehmen  die  Zellen  nun  auch  die  Nähr- 
stoffe des  Mediums  auf  und  reagieren  dementsprechend  auf  Vor- 
handensein von  Embryonalextrakt  im  Medium  durch  rascheres 
Wachstum,  auch  beginnt  erst  um  diese  Zeit  das  histiotypische  Wachs- 
tum sowie  Fettspeicherung  durch  die  Lipochondrien.  Der  Arbeits- 
rhythmus tritt  jedoch  nur  in  vivo  in  Erscheinung  und  setzt  erst  nach 
der  ersten  Nahrungsaufnahme  ein  (vgl.  Abb.  60  S.  315). 

Wir  können  hier  also  in  zwei  aufeinanderfolgenden  Perioden  ein 
ganz  verschiedenes  Verhalten  der  Pankreaszelle  feststellen:  Bis  zu 
ihrer  Differenzierung  entwickelt  sie  sich  weitgehend  unabhängig  von 
äußeren  Einflüssen,  erst  dann  setzt  ein  stärkeres  Aufnahmevermögen 
für  Stoffe  aus  der  Umgebung  ein,  die  nun  das  dynamische  Verhalten 
der  Zelle  weitgehend  beeinflussen  (Auslösung  des  Arbeitsrhythmus 
in  vivo,  histiotypisches  Wachstum  und  Fettaufspeicherung  in  vitro). 

In  besonders  aufschlußreicher  Weise  konnten  R.  Chambers  und 
R.  T.  Kempton  (1933)  Funktionsbeginn  und  verschiedene  Funk- 
tionsperioden am  Mesonephros  vor  allem  des  Hühnerembryos  in  vivo 
und  in  vitro  nach  weisen.  Phenolrot  wird  in  wenigen  Minuten  nach 
Injektion  in  den  Embryo  und  auch  bei  Zusatz  zu  Gewebekulturen 
von  bestimmten  Abschnitten  der  Nierentubuli  aufgenommen  und 
in  das  Lumen  abgeschieden.  Die  Funktion  beginnt  nach  frühestens 
vier  Bebrütungstagen.  In  vitro  kann  sie  sich  unter  Umständen  erst 
allmählich  herausbilden.  Die  Determination  kann  erst  nach  96  Stun- 
den erfolgen,  denn  wenn  zu  dieser  Zeit  explantiert  wird,  so  findet 
in  vitro  keine  funktionelle  Differenzierung  statt.  Bei  12 — 16  Tage 
alten  Embryonen  erlischt  die  Funktion  des  Mesonephros  allmählich, 
während  die  des  Metanephros  einsetzt. 

Mit  der  morphologischen  Differenzierung  muß  nicht  immer  gleich- 
zeitig die  Organfunktion  einsetzen,  wie  z.  B.  Gicklhorn  durch  Vital- 
färbungsversuche zeigte.  Die  Kiemensäckchen  treten  erst  dann  in 
die  Funktionsperiode  ein,  wenn  die  des  Nackenorgans  erlischt 
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(s.  S.  82  und  Abb.  10).  Morphologisch  aber  sind  die  Kiemensäcke 
schon  viel  früher  in  typischer  Form  angelegt.  Ebenso  funktionieren 
die  Nierenorgane  der  schlüpfenden  Veliger-Larve  von  Aplysia  noch 
nicht,  obgleich  die  Anlage  schon  vorhanden  ist,  was  ebenfalls  aus 
Vitalfärbungsversuchen  zu  erschließen  ist. 

Mit  dem  Einsetzen  des  Arbeitsrhythmus  der  differenzierten  Zelle 
ist  aber  vielfach  die  Zellentwicklung  noch  nicht  abgeschlossen.  Bei 
der  Pankreaszelle  des  Hühnchens  erlischt  z.  B.  die  Züchtbarkeit  am 


Abb.  48.  Schnitte  durch  Darm -Blindsäcke  von  drei  verschieden  alten,  benach- 
barten Autocoecien  der  Bryozoe  Zoobotryon , die  in  gleicher  Weise  chinesische 
Tusche  eingestrudelt  hatten.  — a)  Sehr  geringes  bis  fehlendes  Phagocytose- 
vermögen  bei  jungen  Tieren;  b)  Relativ  starke  Aufnahme  bei  Tieren  mitt- 
leren Alters;  c)  Hemmungslose  Anfüllung  des  ganzen  Zelleibes  mit  Kohle- 
partikeln bei  älteren  Tieren,  wodurch  die  Degeneration  stark  beschleunigt 
wird.  — Nach  Ries  (1936). 

10.  bis  14.  Tage  nach  dem  Schlüpfen,  während  etwa  gleichzeitig  das 
zelluläre  Wachstum  (s.  S.  297)  einsetzt.  Ein  eindrucksvolles  Beispiel 
liefert  in  dieser  Hinsicht  auch  die  Epithelzelle  der  wachsenden  Ei- 
follikel von  Läusen  (Ries  1932,  Ries  und  van  Weel  1934,  Fischer 
1935)  (Abb.  58,  S.  293).  Der  mitotischen  Vermehrung  während  der 
Anlage  der  Follikel  folgt  eine  Periode,  in  welcher  die  Epithelzellen  durch 
rhythmische  Vergrößerung  wachsen,  während  ihre  Zahl  nun  während 
des  ganzen  weiteren  Follikelwachstums  konstant  bleibt.  Eingeleitet 
wird  diese  Periode  durch  eine  amitotische  Kernzerschnürung,  die 
manchmal,  z.  B.  bei  den  Meiischenläusen,  auf  dem  Stadium  hantel- 
förmiger Einschnürung  stehenbleibt.  Sie  ist  außerdem  gekenn- 
zeichnet durch  eine  sprunghafte  Zunahme  der  vitalen  Leuko- 
methylenblaureaktion  der  Zellen.  Gleichzeitig  beginnt  die  sekretori- 
sche Funktionsperiode,  die  nach  Abschluß  des  Eiwachstums  plötz- 
lich durch  eine  andere  Funktion,  die  cuticulare  Abscheidung  der 


6.  Der  Arbeitsrhythmus 


281 


Eischale,  abgelöst  wird.  Nach  Ablage  des  Eies  folgt  dann  innerhalb 
weniger  Stunden  die  Zelldegeneration.  Es  wäre  verlockend,  hier  nach 
den  auslösenden  Faktoren  für  die  verschiedenen  Funktionsperioden 
zu  forschen.  Sie  liegen  wohl  außerhalb  der  Follikelzelle,  was  sich 
schon  daraus  ergibt,  daß  alle  Phasen  stets  synchron  verlaufen,  und 
daß  Veränderungen  der  zugehörigen  Eizelle  und  Störungen  des  Ei- 
wachstums  regelmäßig  sich  auch  im  Rhythmus  des  Follikelepithels 
ausprägen  (Aschner  und  Ries  1933,  vgl.  dagegen  auch  S.  293). 

Deutliche  funktionelle  Umstimmungen  fand  von  Möllendorff 
im  Duodenumepithel  bei  Mäusen:  Die  Zellen  jugendlicher,  noch 
saugender  Tiere  nehmen  Tuschepartikel  auf,  was  bei  älteren  Tieren 
nicht  mehr  geschieht.  Umgekehrt  stellte  Ries  (1936)  bei  den  Blind- 
sackzellen im  Darmkanal  einer  Bryozoe  fest,  daß  das  Phagocytose- 
veimögen  mit  dem  Alter  der  Zellen  zunimmt  (Abb.  48). 

In  größerem  Ausmaß  sind  weiterhin  besondere  Funktionsperioden  be- 
stimmter Gewebe  wahrscheinlich  hormonal  auszulösen,  so  z.  B.  im  Bereich 
des  Geschlechtsapparates.  Hier  liegt  eine  reiche,  vor  allem  die  histologischen 
Verhältnisse  vergleichend  beschreibende  Literatur  vor,  auf  die  verwiesen 
werden  muß. 


6.  Der  Arbeitsrhythmus 

Als  Arbeitsrhythmus  einer  Zelle  ist  die  regelmäßige  Wiederholung 
bestimmter  komplexer  Veränderungen,  die  in  Zusammenhang  mit 
der  besonderen  Funktion  der  Zelle  stehen,  zu  bezeichnen.  Bisher 
wurde  relativ  selten  der  Arbeitsrhythmus  einer  Zelle  geschlossen  zu 
erfassen  gesucht,  während  in  vielen  Arbeiten  mehr  oder  minder 
kasuistisch  aus  Zufallsbefunden  oder  aus  zu  wenigen,  willkürlich  ge- 
wählten Zellstadien  der  Arbeitsrhythmus  rekonstruiert  wird.  Der 
beste  Weg  zur  Erfassung  des  Arbeitsrhythmus  ist  natürlich  die 
Lebendbeobachtung  der  tätigen  Zelle,  der  jedoch  nicht  bei  allen  Zell- 
typen eingeschlagen  werden  kann.  Eine  solche  Untersuchung  ist 
indessen  stets  mit  einer  Stufenuntersuchung  fixierter  Präparate  zu 
kombinieren,  da  vieles  erst  nach  Fixation  und  Färbung  deutlich  zu 
erkennen  ist.  Als  ein  besonderes  Hilfsmittel  für  die  Analyse  des 
Arbeitsrhythmus  arbeitete  G.  C.  Hirsch  seine  statistische  Methode 
aus,  bei  der  willkürlich  gewählte  Zellstadien  unterschieden  werden 
und  durch  Auszählen  zu  verschiedenen  Zeiten  nach  Auslösung  eines 
Reizes  die  Aufeinanderfolge  dieser  Stadien  erschlossen  und  kurven- 
mäßig dargestellt  wird.  Wesentlich  für  die  Erforschung  des  Arbeits- 
rhythmus ist  es  in  vielen  Fällen,  einen  auslösenden  Reiz  ausfindig 
zu  machen,  da  sonst  viele  Vorgänge  in  den  Zellen  so  langsam  ver- 
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laufen  und  fließend  ineinander  übergehen  bzw.  sich  überschneiden, 
daß  sie  sich  der  Beobachtung  entziehen.  Daher  läßt  sich  der  Arbeits- 
rhythmus von  Drüsenzellen  manchmal  erst  dann  untersuchen,  wenn 
durch  Injektion  von  Pilocarpin  eine  extreme  und  anomal  rasche 
Sekretausschüttung  erzwungen  wird,  an  die  meist  unmittelbar  die 
Sekretrestitution  anschließt  bzw.  durch  starke  Sekretionsreize  werden 
asynchron  (chaotisch)  oder  hemisynchron  (G.  C.  Hirsch)  arbeitende 
Drüsenzellen  auf  entsprechende  Stadien  gleichgerichtet  und  so  zu 
einem  gemeinsamen  Arbeitsrhythmus  gezwungen. 

Die  bisherigen  Untersuchungen  ergeben  außer  speziellen  Einzel- 
heiten, die  hier  nicht  näher  angeführt  werden  können,  einige  Tat- 
sachen von  allgemeiner  Bedeutung  über  das  Zusammenspiel  der  Zell- 
strukturen, die  Veränderungen  im  Grundplasma  und  regelmäßig 
zeitlich  aufeinanderfolgende  Prozesse,  sowie  über  Arbeitsgänge  über- 
zelliger  Partialsysteme.  Ich  möchte  hier  verweisen  auf  die  Unter- 
suchungen an  der  Mitteldarmdrüse  von  Astacus  (G.  C.  Hirsch, 
Jacobs  und  Mitarbeiter),  an  Drüsen  der  Weinbergschnecke  (Krijgs- 
man),  am  Pankreas  (G.  C.  Hirsch,  Ries  u.  a.),  an  der  Schilddrüse 
(Okkels),  an  der  Leber  (Forschen)  sowie  auf  die  Kupplung  ver- 
schiedenartiger Prozesse  in  zelligen  und  überzelligen  Partialsystemen 
bei  der  Oogenese  der  Insekten. 

Die  Mitteldarmdrüse  (Hepatopankreas  oder  Iekur)  des  Fluß- 
krebses zeigt  regelmäßige  Perioden  der  Sekretabscheidung  und  der 
Fermentaktivität  des  Sekretes.  Sie  konnten  zurückgeführt  werden 
auf  eine  mitotische  Vermehrung  der  embryonalen  E-Zellen  am 
Grunde  der  Drüsenschläuche  (G.  C.  Hirsch  und  Mitarbeiter).  Diese 
jungen  Zellen  machen  eine  Reihe  von  Veränderungen  durch,  die  von 
Jacobs  (1928)  eingehend  beschrieben  wurden,  bis  sie  zu  den  großen 
sekretgefüllten  Blasenzellen  werden,  die  schließlich  im  Fermentsaft 
zugrunde  gehen.  Der  Arbeitsrhythmus  ist  in  diesem  Falle  also  be- 
dingt durch  das  periodische  Auftreten  von  Mitosen  unter  den  embryo- 
nalen Zellen. 

Ganz  anders  verhält  sich  in  dieser  Hinsicht  die  Mitteldarmdrüse 
der  Weinbergschnecke.  Krijg-smann  (1928)  stellte  nach  Fütte- 
rung eine  Reihe  von  Veränderungen  fest:  stark  basophile  Zellen  mit 
großen  Kernen  und  einschluß armem  Plasma  werden  immer  ein- 
schlußreicher, während  der  Kern  sich  „erschöpft“.  Eigenartiger- 
weise soll  sich  eine  Hungerbahn  und  eine  Fütterungsbahn  (Akti- 
vierungsbahn), bei  der  bestimmte  granuläre  Sekretstadien  aus- 
fallen,  unterscheiden  lassen.  Doch  bedürften  diese  Angaben  wohl 
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einer  eingehenderen  Nachprüfung  auch  hinsichtlich  des  Verhaltens 
der  Cytoplasmaorganelle  durch  Lebendbeobachtungen,  bevor  der 
Zyklus  und  die  reichlich  schematischen  Figuren  als  gesichert  gelten 
können.  Gegen  die  Befunde  Krijgsmanns  hat  W.  Adam  (1933) 
verschiedene  Bedenken  vorgebracht:  Einige  Stadien,  die  Krijgs- 
mann  durch  die  Stufenzählmethode  ermittelte,  lassen  sich  aus- 
schalten, da  sie  nur  Bildern  entsprechen,  die  infolge  anderer  Lage 
zur  Schnittebene  verschieden  sind.  Weitere  Stadien  entsprechen 
typischen  Fixierungsartefakten,  bzw.  sind  im  lebenden  Präparat 
ohne  weiteres  durch  Behandlung  mit  Wasser  oder  in  sehr  feuchter 
Atmosphäre  zu  erhalten. 

Während  es  sich  in  diesen  beiden  Beispielen  um  Arbeitsrhythmen 
handelt,  die  normalerweise  durch  den  Fütterungsreiz  ausgelöst 
werden,  und  nur  notfalls  bei  längerem  Hunger  auch  nach  spontaner 
Abscheidung  des  Sekretes  einsetzen,  wies  Forsgren  in  der  Leber 
einen  regelmäßigen  und  autonomen  24- Stunden-Rhythmus 
nach,  der  wahrscheinlich  unabhängig  von  der  Fütterung  ist.  Beim 
Kaninchen  fand  sich  von  9 — 10  Uhr  ein  Glycogenmaximum,  ein 
Minimum  von  14 — 16  Uhr.  Gerade  umgekehrt  verhält  sich  der  Auf- 
bau der  Gallengranula.  1931  konnten  Agren,  Wilander  und 
JorpES  diesen  Wechsel  im  Glycogengehalt  auch  chemisch  nach- 
weisen  (Minimum  zwischen  10  und  18  Uhr,  Maximum  zwischen  23 
und  6 Uhr).  Das  Glycogen  wird  also  nachts  auf  gebaut  und  am 
Tage  wieder  abgegeben.  G.  C.  Hirsch  und  B.  F.  I.  van  Pelt  (1937) 
prüften  die  Verhältnisse  bei  der  weißen  Maus  mittels  der  Stufen- 
zählmethode nach  und  stellten  im  März  ein  Maximum  zwischen  20 
und  2 Uhr,  ein  Minimum  zwischen  12  und  17  Uhr  fest.  Im  Februar 
dagegen  liegt  das  Maximum  wahrscheinlich  zwischen  3 und  8 Uhr 
(vgl.  auch  Holmgren  1931  und  L.  Sünder  1937;  weiterhin  eine 
Zusammenstellung  anderer  Beispiele  einer  24-Stunden-Periodik  bei 
A.  Jores  1937). 

Besonders  eingehend  wurde  der  Arbeitsrhythmus  der  Bauch- 
speicheldrüse untersucht.  Ohne  auf  die  cytologischen  Einzel- 
heiten näher  einzugehen,  sei  hier  nur  kurz  die  Periodizität  der 
Sekretbildung  und  -abscheidung  entsprechend  den  neueren  Unter- 
suchungen dargestellt  (Abb.  49,  50,  51,  52  vgl.  auch  Abb.  8,  9 auf 
S.  54,  55  und  Abb.  28  auf  S.  120).  Nach  einem  starken  Se- 
kretionsreiz, z.  B.  nach  Injektion  von  Pilocarpin,  ver quellen  die 
Proenzymgranula  und  fließen  zu  wässrigen  Vakuolen  zusammen, 
die  dann  in  das  Sekretlumen  entleert  werden.  Unmittelbar 
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darauf  beginnt  die  Sekretneubildung,  eingeleitet  durch  Zerschnü- 
rungsvorgänge  an  den  Lipochondrien.  Die  Lipochondrienabkömm- 
linge  machen  nun  eine  mehrstündige  Keifungsperiode  durch,  in 
welcher  die  Golgisubstanz  in  Erscheinung  tritt.  In  dieser  Zeit  wandeln 


4Stdn  7Stdn 


14Stdn 


Abb.  49.  Schematische  Darstellung  des  Arbeitsrhythmus  der  Pankreaszelle 
der  weißen  Maus.  In  der  Stapelzelle  apikal  zahlreiche  extrusionsreife  Proen- 
zymgranula, fädige  Mitochondrien  im  Grundplasma,  dessen  Ergastoplasma- 
reichtum  durch  Schraffierung  angedeutet  ist.  — 1/2  Stunde  nach  Injektion 
von  Pilocarpin:  Extrusionsvakuolen,  reiche  Lipochondrienzerschnürung, 
Ergastoplasmaschwund.  — 1 Stunde  nach  Pilocarpin:  Extrusion  nahezu 
beendet,  Bildung  von  Golgisubstanz  durch  die  reifenden  Lipochondrien- 
abkömmlinge,  Form  Wechsel  der  Mitochondrien.  — 4 Stunden  später:  ty- 
pisches Golginetz  mit  reifenden  Granulis,  schon  fertige  Proenzymgranula, 
allmählicher  Wiederaufbau  von  Ergastoplasma,  Mitochondrien  als  Körner- 
ketten mit  lipoidreichen,  vitalfärbbaren  ,, Perlen“.  — 7.  Stunde:  2.  Lipo- 
chondrienzerschnürungsperiode.  — 14.  Stunde : Sekretrestitution  beendet.  — 

Nach  Ries  (1935). 


sich  die  ursprünglich  fett-  und  lipoidreichen  Granula  in  die  typischen 
eiweißreichen  und  nun  nicht  mehr  vitalfärbbaren  Proenzymgranula 
um.  Eigenartigerweise  geht  diese  Sekretrestitution  nicht  konti- 
nuierlich vor  sich,  sondern  in  zwei  großen  Schüben.  Bei  der  weißen 
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Maus  setzt  die  zweite  Lipochondrienzerschnürungsperiode  etwa  um 
die  6.  bis  7.  Stunde  nach  der  Pilocarpininjektion  ein.  Auch  die 
Mitochondrien  beteiligen  sich  irgendwie  an  der  Sekretbildung : 
zwischen  der  3.  bis  5.  Stunde  bilden  sie  lipoidreiche,  vitalfärbbare 


Abb.  50  und  51.  Arbeitsrhythmus  der  Mäuse -Pankreaszelle.  — 50.  Hungertier 
mit  Sekret- Stapelzellen  ohne  osmierbare  Golgisubstanz.  Golgiapparat  in  den 
Zellen  der  Langerhansschen  Insel  links  oben  gut  imprägniert;  51.  Pankreas 
in  starker  Extrusion,  1/2  Stunde  nach  Injektion  von  Pilocarpin.  Sekret- 
lumina stark  erweitert,  Extrusionsvakuolen.  Auftreten  von  Golgisubstanz. 
Vermehrung  der  Lipochondrien  (fix.  nach  Champy,  7 Tage  nachosmiert).  — 

Nach  Ries  (1935). 


und  osmierbare  „Perlen“,  um  später  wieder  zu  ihrer  ursprünglichen 
langfädigen  Form  zurückzukehren.  Zu  Beginn  der  Sekretrestitution 
nimmt  das  Ergastoplasma  stets  ab.  — Nach  12 — 13  Stunden,  viel- 
fach auch  schon  früher,  ist  die  Restitution  beendet.  Mitunter  treten 
nun  wieder  spontane  Entladungen  ein,  d.  h.  ohne  jeden  äußeren 
Sekretionsreiz.  Der  Arbeitsrhythmus  der  Drüsenacini  verläuft  über- 
wiegend synchron,  nur  selten  tanzen  vereinzelte  Zellen  oder  nach 
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G.  C.  Hirsch  auch  Acinushälften  „aus  der  Reihe'4.  Die  gesamte 
Drüse  kann  jedoch  verschiedenartige  Stadien  umfassen,  wenn  auf 
schwächere  Sekretionsreize  nur  einige  Acini  ansprechen,  während 


a) 


b) 

Abb.  52.  Arbeitsrhythmus  der  Pankreaszellen:  Verschiedene  Ausbildung 
des  Golgi-Apparates.  — a)  Höhepunkt  der  „Osmiophilie“,  l3/4  Stunde  nach 
Pilocarpin;  b)  Typisches  Netzstadium,  7 Stunden  nach  Pilokarpin. 
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andere  auf  dem  Stapelstadium  verharren.  So  kann  Hemisynchronie, 
die  mitunter  fast  bis  zur  Asynchronie  geht,  eintreten. 

In  der  nach  Pilocarpin  synchron  arbeitenden  Drüse  konnte  der 
Arbeitsrhythmus  auch  physiologisch  erfaßt  werden.  P.  B.  van  Weel 
ermittelte  mit  dem  Krügerschen  Mikrorespirometer  charakteristische 
Werte  des  respiratorischen  Quotienten  auf  verschiedenen  Stadien. 


c) 

Abb.  52.  c)  Ungleiche  Stadien  verschiedener  Acini.  Unten  rechts  Sekret- 
restitution abgeschlossen,  keine  Golgisubstanz  imprägniert,  in  den  übrigen 
Acini  noch  Stränge  von  Golgisubstanz  und  nicht  so  starke  Beladung.  (Fixation 
nach  Champy,  7 Tage  osmiert.)  — Nach  Ries  (1935). 

Auf  dem  Stapelstadium  sinkt  der  respiratorische  Quotient  von  0,7 
bis  auf  0,55,  steigt  dann  wieder  auf  etwa  6,3  und  fällt  um  die  7.  Stunde 
wiederum  bis  auf  0,58;  in  der  10.  Stunde  steigt  er  darauf  abermals 
allmählich  an  bis  zum  normalen  Wert  des  Stapelpankreas,  der  etwa 
um  die  15.  Stunde  wiederum  erreicht  wird  (Abb.  53).  — Ganz 
neuerdings  konnte  van  Weel  auch  in  einer  weiteren  (noch  unver- 
öffentlichten) Untersuchung  entsprechende  Perioden  in  bezug  auf  die 
Fermentaktivität  des  Drüsenextraktes  mit  Hilfe  der  Technik  von 
Linderstrom-Lang  (vgl.  S.  208)  feststellen  (s.  Abb.  54). 

Besonders  auffällig  und  eigenartig  sind  die  starken  Veränderungen 
in  bezug  auf  Fett-  und  Lipoidreaktionen  einerseits  und  Ergasto- 
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plasmagehalt  andererseits.  Schon  optisch  und  ohne  weitere  Be- 
handlung ist  ein  sehr  augenfälliger  Unterschied  zwischen  dem  glasig 
hellen  Grundplasma  mit  seinen  zahlreichen  stark  lichtbrechenden 
Einschlüssen  auf  frühen  Restitutionsstadien  und  dem  dichten  grauen 
Plasma  späterer  Stadien  festzustellen  (vgl.  Abb.  8 und  9 auf  S.  54, 55). 


Abb.  53.  Der  Respiratorische  Quotient  überlebenden  Pankreasgewebes  der 
weißen  Maus  auf  verschiedenen  Stadien  nach  Pilocarpin.  Abszisse:  Zeit 
in  Stunden  nach  Pilocarpin.  Ordinate:  R.  Q.  Es  sind  auch  hier  deutlich 
zwei  Perioden  zu  erkennen.  — Nach  P.  B.  van  Weel  (1936). 

Noch  deutlicher  wird  dieser  Unterschied  bei  vitaler  Färbung:  die 
früheren  Stadien  reichern  in  sehr  viel  stärkerem  Maße  basische  lipoid- 
lösliche  Farbstoffe  an  als  die  späteren.  Dagegen  sind  die  Ergastoplasma- 
färbungen  auf  fixierten  Präparaten  stets  um  so  auffälliger,  je  mehr 
sich  die  Drüse  dem  Stapelstadium  nähert.  — Diese  Unterschiede  im 
Stoff  bestand  sind  allerdings  durch  Extraktionsversuche  recht  schwierig 
zu  erfassen,  da  der  Fettgehalt  der  Gewebe  allem  Anschein  nach  in 
relativ  starkem  Ausmaß  bei  verschiedenen  Versuchstieren  schwankt. 
Immerhin  ergeben  die  frühen  Restitutionsstadien  bei  titrimetrischer 
Bestimmung  der  höheren  Fettsäuren  im  Alkohol-Äther- Aceton- 
Extrakt  im  Durchschnitt  höhere  Werte  als  die  späteren,  während 
die  Stickstoff  zahl  des  Rückstandes  recht  gleichartig  bleibt.  Worauf 
diese  eigentümlichen  Veränderungen  in  den  Reaktionen  des  Hyalo- 
plasmas, die  in  gewisser  Weise  mit  den  vielfach  nach  der  Befruchtung 
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von  Eizellen  einsetzenden  zu  vergleichen  sind,  beruhen,  erscheint 
noch  ungeklärt.  Daß  sie  aber  für  den  Zellhaushalt  von  größter  Be- 
deutung sein  müssen,  ergibt  u.  a.  auch  die  Tatsache,  daß  das  Aus- 
wachsen und  die  Vermehrung  der  Pankreaszellen  in  vitro  auf  frühen 
Restitutionsstadien  nach  Pilocarpin  begünstigt  ist. 


Abb.  54.  Arbeitsrhythmus  des  Pankreas.  Bestimmung  des  Carboxypoly- 
peptidasengehaltes  auf  verschiedenen  Stadien  nach  Pilocarpin  nach  der 
Methode  von  Linderstr0m  - Lang.  (Aus  dem  gefrorenen  Pankreas  wurde 
ein  Stück  von  etwa  2 mm  Durchmesser  ausgestanzt,  in  Schnitte  von  25  /u 
Dicke  zerlegt  und  diese  extrahiert.  Der  Extrakt  digerierte  bei  37°  Acetyl- 
thyrosin,  darauf  wurde  nach  Zusatz  von  Aceton  und  Naphtylrot  als 
Indikator  mit  0,2  n HCl  in  Alkohol  titriert.)  Gestrichelte  Kurve:  Zu- 
wachs der  Salzsäure  in  cmm.  Der  Abfall  bis  zur  3.  Stunde  ist  durch 
die  langsame  Entleerung  der  Drüse  nach  dem  Sekretionsreiz  zu  er- 
klären. Obere  ausgezogene  Kurve:  Titrations werte  umgerechnet  in  %. 
Hungertier  (H)  = 100%.  — Die  Periodizität  in  der  Fermentrestitution 
(zweiter  Anstieg  um  die  7.  Stunde)  wird  sehr  deutlich.  — Orig,  von  P.  B. 

van  Weel. 

Natürlich  können  diese  Untersuchungen  keineswegs  als  abge- 
schlossen gelten.  Sie  müssen  vor  allem  hinsichtlich  der  Faktoren, 
die  bei  der  Auslösung  der  Sekretextrusion  und  der  Restitution  eine 
Rolle  spielen,  weitergeführt  werden.  Das  Ziel  dieser  Arbeiten  ist, 
den  verwickelten  Vorgang  des  Aufbaues  und  der  Abgabe  von  Zell- 
produkten als  Kettenprozeß  zu  analysieren.  Er  wird  vielleicht  durch 
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einen  nervösen,  humoralen  oder  nervöshumoralen  Reiz  ausgelöst, 
der  zunächst  geringfügige  Veränderungen  der  Zell-  oder  Membran- 
kolloide bewirkt  und  damit  vielleicht  als  erstes  infolge  Veränderuug 
der  Hydratation  bzw.  der  Oberflächenspannung  an  der  Phasengrenze 
Plasma- Granulum  die  Sekretverflüssigung  und  anschließend  eine 
lipoide  Entmischung  und  Fettaufspeicherung  in  den  Lipochondrien 
auslöst  usf. 


Stoffwechsel 


Abb.  55.  Die  Wirkung  einer  einzigen  intraperitonealen  Injektion  von  Extrakt 
des  Hypophysenvorderlappens  beim  Meerschweinchen.  Der  erste  Gipfel 
der  Stoffwechselkurve  ist  vielleicht  auf  eine  parallel  gehende  Reaktion  des 
Nebennierenmarks  zurückzuführen.  (Der  Gas- Stoffwechsel  wurde  mit  dem 
Spirometer  von  Krogh  gemessen.)  — Nach  H.  Okkels  (1936),  etwas  ver- 
ändert. 

Von  den  endokrinen  Drüsen  wurde  vor  allem  der  Arbeits- 
rhythmus der  Schilddrüse  näher  untersucht.  H.  Okkels 
(1936)  wies  beim  Meerschweinchen  bestimmte  Zyklen  der  Zelltätig- 
keit nach:  Sekretion  des  Kolloids  in  die  Drüsenlumina  bzw.  Re- 
sorption des  Kolloids  und  Überführung  in  die  Blutbahn  nach  In- 
jektion von  Hypophysen vorderlappenextrakten  bzw.  Behandlung 
mit  Jod.  Als  Index  der  Zelltätigkeit  wurde  vor  allem  die  Entfaltung 
des  Golgiapparates  genommen  (Abb.  55,  56). 

Am  eindeutigsten  verlaufen  die  gekuppelten  Arbeitsrhythmen  einzelliger 
und  mehrzelliger  Partialsysteme  eines  Organs  wohl  im  Ovar  und  besonders 
in  den  Ovariolen  einiger  Insekten.  Bei  Läusen  und  Federlingen  läßt  sich 
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(nach  Ries  1932,  Ries  und  P.  B.  van  Weel  1935, 1.  Fischer  1935)  folgende 
Schaltung  feststellen:  Die  10  Ovariolen  arbeiten  insgesamt  synchron.  Eine 
bestimmte  Anzahl  von  Eizellen  wird  vorgebildet,  deren  Entwicklung  bzw. 
Degeneration  von  der  normalen  Gesamtentwicklung  des  Tieres,  seiner  Er- 
nährung und  — bei  Symbiontenträgern  — von  einer  Minimalzahl  von  Sym- 
bionten  unmittelbar  abhängig  ist.  Je  6 Zellen  durchlaufen  nun  gemeinsam 
das  Bukettstadium,  eine  davon  wird  zur  Eizelle,  die  anderen  fünf  bilden  den 


Abb.  56.  Sekretorischer  Zyklus  der  Schilddrüsenzellen.  Im  Ruhestadium 
niedrige  Zellen.  Unter  dem  Einfluß  des  thyreotropen  Hormons  des  Hypo- 
physenvorderlappens, das  wahrscheinlich  von  dessen  , ,acidophilen  Zellen“ 
gebildet  wird,  erfolgt  Verflüssigung  und  Resorption  des  Kolloids.  Unter  dem 
Einfluß  von  Jod  — und  vermutlich  auf  dem  Umweg  über  die  ,,cyanophilen 
Zellen4  4 des  Hypophysen vorderlappens  — wird  erneut  Kolloid  gebildet  und 
im  Lumen  gespeichert.  — Nach  H.  Okkels  (1936),  etwas  verändert. 

Nährzellapparat.  Zunächst  wächst  die  Eizelle  ,, solitär“  heran  unter  starkem 
Kern  Wachstum  und  Extrusion  von  Nucleolarsubstanz  (Chromidienbildung) 
(Abb.  57).  Dann  treten  die  Nährzellen  in  ihre  einmalige  Funktionsperiode  ein, 
die  vor  allem  durch  die  sprunghafte  Zunahme  der  Leukomethylenblaureaktion 
gekennzeichnet  wird.  Sobald  die  Nährzellen  anfangen  zu  degenerieren,  beginnt 
die  sekretorische  Funktionsperiode  des  Follikelepithels , sie  prägt  sich  auch 
wieder  in  einer  Zunahme  der  Leukomethylenblaureaktion  aus  (Abb.  58).  Nach- 
dem das  Ei  seine  endgültige  Größe  erreicht  hat,  bildet  das  Follikelepithel  die 
Eischale.  Während  sich  am  Follikel  diese  verschiedenen  Vorgänge  abspielen, 
läuft  in  der  Eizelle  selbst  eine  geregelte  Folge  monophasischer  Prozesse  ab : 
Während  der  Chromidienbildung  entsteht  zunächst  der  Fettdotter,  dann  folgt 
die  Eiweißdotterbildung  und  gleichzeitig  die  Kerndegeneration  und  schließlich 
zu  Beginn  der  Eischalenbildung  die  Aufspeicherung  von  Glycogen.  Diese 
Erscheinungen  sind  mit  Wachstumsprozessen  verbunden,  die  in  der  Eizelle 
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vor  allem  auf  der  Anreicherung  von  Reservematerial  beruhen,  im  Follikel- 
epithel aber  einen  gesetzmäßigen  Rhythmus  von  Volumenverdoppelungen 
bis  auf  das  Vielfache  des  Ausgangsvolumens  der  Zellen  erkennen  lassen. 
Eingeleitet  wird  dieses  rhythmische  Wachstum  meist  durch  eine  amitotische 
Kernzerschnürung  (s.  S.  302).  Es  wird  Aufgabe  eingehenderer  Einzel- 
analysen sein,  diese  Vorgänge  in  bezug  auf  das  gesamte  Organ,  die  ein- 
zelne Ovariole  als  übergeordnetes  Partialsystem,  die  Nähr  zellen  und  das 


Abb.  57.  Schema  der  Eientwicklung  bei  Läusen  und  Federlingen.  — 
I.  Sechsergruppe  von  Oogonien  auf  dem  Bukettstadium.  II.  In  der  jungen 
Ovariole  differenzieren  sich  fünf  generative  Zellen  nach  dem  Durchlaufen 
des  Bukettstadiums  zu  Nährzellen,  eine  zur  Eizelle.  III.  Die  Eizelle  ist  „soli- 
tär“ herangewachsen;  im  Eizellkern  Extrusion  von  Nucleolarsubstanz 
(Chromidienbildung),  im  Plasma  Fettdotterbildung  durch  die  Lipochondrien. 
Die  Nährzellen  treten  in  ihre  Funktionsperiode  ein.  IV.  Die  Follikelzellen 
beginnen  ihre  Funktionsperiode,  während  die  der  Nährzellen  ihren  Höhepunkt 
überschritten  hat.  V.  Der  Eizellkern  „degeneriert“.  Eiweißdotterbildung. 
Nährzellen  beginnen  ihre  degenerative  Phase.  VI.  Vom  Eikern  bleiben  nur 
die  Chromosomen  erhalten.  Am  unteren  Pol  Infektion  der  Eizelle  durch 
Symbionten.  VII.  Eischalenbildung  und  Glycogenbildung  kurz  vor  der  Ei- 
ablage. (Durch  dunklere  Tönung  wurde  die  Leukomethylenblaureaktion  der 
Follikel-  bzw.  Nährzellen  angedeutet.)  — Nach  Ries  (1932),  etwas  verändert. 
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Follikelepithel  als  mehrzellige  Partialsysteme  und  die  Eizelle  für  sich  zu 
analysieren.  Eigenartigerweise  scheinen  nach  Versuchen  von  R.  Geigy 
bei  Drosophila  die  Follikel  sich  auch  beim  Fehlen  der  Eizelle  zu  differenzieren 
(vgl.  S.  281),  während  nach  Untersuchungen  von  Aschner  und  Ries  (1933) 


F ollikel  wa  chstum 

durch  Follikelwachstum  durch  Zell  Vergrößerung 

mitot.  Zellverm.  bei  Zahlkonstanz  der  Zellen 


Sekretorische  Funktionsperiode  Schalenbildung  Degeneration 

Zelldifferenz. 


Mitot.  Vermehr. 


Abb.  58.  Schema  der  Follikelzellenentwicklung  aus  dem  Ovar  der  Läuse 
und  Federlinge.  — I.  Die  undifferenzierte  somatische  Zelle  des  Ovars  und 
der  Follikel  während  der  ersten  ,, solitären“  Wachstumsstadien  der  Eizelle. 
Ausschließlich  kleinste  Kernklasse.  Reiche  mitotische  Vermehrung.  II.  Sich 
polarisierende  Zelle,  noch  immer  reiche  mitotische  Vermehrung  und  kleinste 
Kernklasse.  III.  Zelldifferenzierung  vollendet.  Synchrone  amitotische  Kern- 
zerschnürung  in  allen  Follikelzellen  nach  Heranwachsen  auf  das  doppelte 
Volumen.  Sprunghafte  Zunahme  der  Leukomethylenblaureaktion  und 
Veränderung  der  Vitalfärbbarkeit.  In  den  Zellen  erscheint  Sekret  (Fett- 
dotterbildung im  Eizellplasma  angedeutet  durch  Kreise).  IV.  Amitose  be- 
endet (bei  den  Menschenläusen  bleiben  viele  Zellen  auf  dem  Stadium  der 
hantelförmigen  Einschnürung  stehen  und  wachsen  so  weiter  heran)  und  An- 
wachsen der  Kerne  auf  das  doppelte  Volumen  (2.  bzw.  mit  Einschluß  der 
Amitose  3.  Kernklasse).  V.  3.  bzw.  4.  Kernklasse.  VI.  4.  bzw.  5.  Kernklasse 
(im  Eizellplasma  Eiweißdotterschollenbildung).  VII.  5.  bzw.  6.  Kernklasse. 
VIII.  Umstellung  von  der  sekretorischen  Funktion  auf  die  Eischalenbildung. 
6.  bzw.  7.  Kernklasse.  Kerne  nebeneinandergerückt  bei  Abplattung  des 
Follikelepithels  infolge  Vergrößerung  der  Eizelle,  in  der  jetzt  Glycogen  ge- 
bildet wird.  Starke  Vermehrung  des  Chromatins  (Thymonukleinsäurean- 
reicherung).  IX.  Nach  Ablage  der  Eizelle  degenerieren  die  Follikelzellen, 
wobei  ihre  Kerne  pyknotisch  werden  (maximale  Nuclealreaktion)  und  Er- 
scheinungen der  Karyorhexis  zeigen.  — Nach  Ries  (1937). 


physiologische  Störungen  der  Oogenese  infolge  Symbiontenmangel  morpho- 
logisch zunächst  am  Follikel  und  dann  am  gesamten  Eiapparat  bemerkbar 
werden.  Daß  diese  histophysiologischen  Untersuchungen  der  Insektenooge- 
nese sich  mit  Hilfe  der  Vitalfärbung  vielleicht  vertiefen  lassen,  zeigen  u.  a. 
die  Untersuchungen  von  Iwanoff  und  Mestscherseaja  (1935)  über  angeb- 
lich hormonal  bedingte  Permeabilitätsänderungen,  die  allerdings  einer  Nach- 
prüfung bedürfen  (vgl.  S.  56). 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II 
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Mehrfach  ist  die  Frage  aufgeworfen  worden,  ob  der  Arbeits- 
rhythmus der  Zellen  während  ihrer  mitotischen  Vermehrung 
unterbrochen  wird.  Mit  den  Beziehungen  zwischen  Zellteilung  und 
Zelltätigkeit  hat  sich  vor  allem  Peter  (1925 — 1929)  beschäftigt. 
Nach  Feststellung  der  normalen  Arbeitsstadien  der  Nierenzellen  von 
Salamanderlarven  bei  der  Ausscheidung  von  Trypanblau  wurde 
statistisch  ermittelt,  daß  in  der  sich  mitotisch  teilenden  Zelle  wahr- 
scheinlich eine  Funktionsunterbrechung  stattfindet.  Auch  aus 
Präparaten  von  Magen-  und  Pankreaszellen,  aus  der  Einschmelzung  des 
Bürstensaumes  bei  Darmzellen  sowie  der  Stäbchenstruktur  in  Nieren- 
zellen kann  nach  Peter  auf  eine  Funktionsruhe  während  der  Mitose 
geschlossen  werden.  Darüber  hinaus  soll  gesteigerte  Zellfunktion 
geradezu  hemmend  auf  die  mitotische  Vermehrung  wirken,  was 
Peter  statistisch  zu  belegen  versucht.  Die  Amitose  dagegen  bewirkt 
keine  Funktionsunterbrechung  und  dient  als  ein  Ausweg,  Zellteilung 
während  der  besonderen  Zellarbeit  zu  gewährleisten,  eine  Erschei- 
nung, die  z.  B.  auch  am  Follikelepithel  von  Läusen  und  Federlingen 
ohne  weiteres  nachzuweisen  ist. 

Ob  Peters  Annahme  einer  hemmenden  Wirkung  der  Zellfunktion 
auf  die  mitotische  Vermehrung  allgemeine  Gültigkeit  hat,  scheint 
allerdings  zweifelhaft.  Nach  Explantationsversuchen  ist  vielfach 
gerade  zu  Beginn  der  Hauptfunktionsperiode  eine  erhöhte  Mitosen- 
zahl und  dementsprechend  besonders  gute  Züchtbarkeit  in  vitro 
festzustellen,  so  z.  B.  beim  Pankreas  des  Axolotls  und  des  Hühnchens 
nach  I.  Fischer  und  Eies  (1936),  I.  Fischer  (1937).  Aus  diesen 
Untersuchungen  geht  auch  hervor,  daß  bestimmte  Sekret-Reifungs- 
prozesse im  Plasma  auch  während  der  Mitose  weiterlaufen  können, 
was  jedoch  nicht  gegen  die  Peterschen  Regeln  spricht,  nach  denen 
nur  die  Stoffaufnahme  in  die  Zelle  während  der  Mitose  unterbrochen 
wird,  nicht  aber  ihre  Weiterverarbeitung  im  Zellinnern. 

Noch  deutlicher  ergeben  viele  gewebezüchterische  Erfahrungen 
das  Vorhandensein  eines  Antagonismus  zwischen  spezifischer 
Zellarbeit  und  Zellproliferation  durch  mitotische  Vermehrung. 
Werden  Gewebe  ohne  Zusatz  zellteilungsfördernder  Stoffe,  also  etwa 
in  reinem  Plasma  ohne  Embryonalextrakt,  gezüchtet  und  gleich- 
zeitig seltener  umgesetzt  (Methode  des  langsamen  Wachstums  oder 
des  „Latenten  Lebens“  nach  Fischer  und  Parker),  so  treten  viel- 
fach Zelldifferenzierungen  auf,  die  unter  gesteigerten  Proliferations- 
bedingungen nicht  oder  seltener  erscheinen  (vgl.  S.  346).  Nach 
Maximow  entstehen  so  z.  B.  Bindegewebsfibrillen,  nach  A.  Fischer 
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bzw.  Doljanski  erscheint  nunmehr  Pigment  in  Irisepithelkulturen, 
Glycogen  in  Leberzellen,  es  werden  Knorpel-  und  Knochensubstanz 
gebildet,  oder  es  treten  Verhornungserscheinungen  ein.  Nach  ein- 
gehenderen cytologischen  Untersuchungen  von  I.  Fischer  (1937) 
bleibt  beim  Irisepithel  allerdings  unter  optimalen  oder  gesteigerten 
Proliferationsbedingungen  die  Zelle  funktionsfähig.  Doch  vermag 
die  Zelle  bei  rascherem  Wachstum  nur  Propigmentgranula  zu  bilden, 
während  bei  langsamem  Wachstum  Melanin  entsteht.  Daraus  er- 
gibt sich,  daß  zweifellos  in  einem  rasch  wachsenden  Gewebe  andere 
dynamische  Verhältnisse  herrschen  als  in  einem  langsamer  wachsen- 
den. Es  fragt  sich  in  diesem  Falle  nun  aber,  ob  die  besonderen 
physiologischen  Bedingungen  in  der  Teilungszelle  vielleicht  gerade 
speziell  die  Melaninbildung  verhindern,  oder  ob  wirklich  eine  Hem- 
mung der  spezifischen  Zellfunktion  während  des  raschen  Wachstums 
vorliegt. 


7.  Wachstumsrhythmen 

Tierische  Gewebe  können  auf  dreierlei  Art  wachsen:  durch  Zell- 
vermehrung, durch  Zellvergrößerung  oder  auch  durch  Zunahme  der 
Grundsubstanzen. 

Die  Zellvermehrung  wird  gewöhnlich  durch  mitotische  Teilung 
erreicht  und  kann  wohl  nur  bei  völlig  ausdifferenzierten  bzw.  abortiven 
Geweben  durch  die  Amitose  ersetzt  werden.  Die  Zell  Vergrößerung 
erfolgt  durch  Aufnahme  von  Wasser  oder  Anreicherung  paraplasma- 
tischen Materials  oder  durch  Vermehrung  bzw.  Vergrößerung  der 
niederen  Histosysteme  (,, echtes  Wachstum“,  vgl.  das  rhythmische 
Kernwachstum  nach  Jacob j). 

Über  die  Perioden  mitotischer  Vermehrungsfähigkeit  tierischer  Gewebe 
läßt  sich  kein  einheitliches  Gesetz  aufstellen.  Manche  Tiere,  wie  z.  B.  die 
Schwämme,  viele  Coelenteraten,  Strudelwürmer,  Nemertinen,  Bryozoen  usw. 
besitzen  ein  fast  unbegrenztes  Regenerationsvermögen.  Hier  bewahren 
zweifellos  viele  völlig  ausdifferenzierte  Zellen  dauernd  ihre  Vermehrungs- 
fähigkeit. Darüber  hinaus  sind  viele  differenzierte  Gewebe  auch  noch  zu  zu- 
sätzlichen Leistungen  bei  Regenerationen  fähig.  In  diesen  Fällen  erfolgt 
also  die  Differenzierung  nicht  unter  Verlust  aller  weiteren  histologischen 
Potenzen  („Differenzierung  ohne  Potenzverlust“  nach  B.  Fischer- Wasels). 
So  vermögen  entodermlose  Teilstücke  von  Nemertinen  eine  ganze  Nemer- 
tine  zu  regenerieren.  Bei  Turbellarien  können  wahrscheinlich  Darm-  und 
Nervensystem  aus  dem  Mesenchym  regeneriert  werden.  Bei  Bryozoen 
können  Individuen  mit  allen  drei  Keimblättern  ausschließlich  aus  dem 
stolonialen  Ektoderm  knospen.  (Weitere  Beispiele  s.  u.  a.  bei  E.  Kor- 
scheet  1907- und  H.  A.  Stolte  1936.)  Vielfach  sind  bei  solchen  Re- 
generationserscheinungen auch  morphologische  Veränderungen  der  diffe- 
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renzierten  Gewebe  zu  beobachten,  so  z.  B.  die  Einschmelzung  bestimmter 
Strukturen,  Vergrößerung  des  Zellkerns  und  Plasmas,  stärkere  Basophilie 
beider  usf. 

Bei  einigen  Tiergruppen  aber  ließen  sich  die  regenerierten  Gewebe  aus- 
schließlich oder  jedenfalls  z.  T.  auf  bestimmte  indifferente,  gleichsam  „em- 
bryonal“ gebliebene  Zellen  zurückführen.  Als  solche  gelten  vielfach 
die  Mesenchymzellen,  z.  B.  bei  Turbellarien  und  Nemertinen,  die  inter- 
stitiellen Zellen  (Hydra),  die  Archäocyten  (Schwämme)  und  die  Neoblasten 
(verschiedene  Polychaeten).  Selbst  in  dem  klassischen  Beispiel  einer  angeb- 
lichen Embryonalisierung  differenzierter  Gewebe,  bei  der  Ascidie  Clavelina, 
erwies  es  sich,  daß  die  Regeneration  von  den  indifferenten  Zellen  des  Epicards, 
bzw.  die  Restitution  nach  vollständiger  Reduktion  von  Neoblasten  ausgeht 
(vgl.  Ries  1937).  Trotzdem  kann  als  sicher  erwiesen  gelten,  daß  in  anderen 
Fällen  differenzierte  Gewebe  die  Regeneration  übernehmen.  So 
wird  z.  B.  bei  Amphibien  die  Linse  nach  Exstirpation  vom  Irisepithel  rege- 
neriert, embryonal  aber  von  einer  bestimmten  Epidermiszone  über  dem 
Augenbecher  angelegt,  die  auch  bei  Entfernung  des  Augenbechers  die  Potenz 
der  Linsenbildung  besitzt,  während  durch  Verpflanzung  des  Augenbechers 
auch  benachbarte  Hautzonen  in  abgestufter  Weise  zur  Linsenbildung  indu- 
ziert werden  können  (vgl.  Seemann  1936).  Dieses  gut  analysierte  Beispiel 
zeigt,  daß  die  Linsenbildung  normalerweise  zur  prospektiven  Bedeutung  einer 
bestimmten  Epidermiszone  gehört,  aber  auch  zur  prospektiven  Potenz  der 
Umgebung  dieser  Epidermiszone  wie  auch  des  Irisepithels,  nur  muß  sie  hier 
erst  durch  Induktion  oder  Regeneration  ausgelöst  werden.  In  ähnlicher 
Weise  darf  man  sich  wohl  das  Vermögen  der  Bindegewebszellen  der  Wirbel- 
tiere, unter  bestimmten  Bedingungen  Histiocyten-  oder  Macrophagen-artig 
zu  reagieren  bzw.  in  diese  Zelltypen  überzugehen,  vorstellen. 


Bei  den  höchst  organisierten  Tieren  oder  auch  bei  besonders  streng 
determinierten  Typen  niederer  Formen,  so  wohl  vor  allem  bei  den 
zellkonstanten  Tieren,  fehlt  dagegen  ein  ausgeprägtes  Regenerations- 
vermögen; bei  Wundsetzung  und  Entfernung  von  Organen  oder 
Organteilen  tritt  lediglich  Vernarbung  und  Wundheilung  ein.  Nur 
bestimmte  Gewebe  bewahren  auch  hier  eine  wahrscheinlich  un- 
begrenzte Teilungsfähigkeit.  Solche  „labilen  Elemente“  nach 
Bizzozero-Levi  finden  sich  u.  a.  in  den  blutbildenden  Organen,  in 
den  Deckepithelien,  in  bestimmten  Krypten  der  Darmkanäle,  im 
Bindegewebe.  Bei  anderen  Geweben  tritt  zu  einem  mehr  oder  minder 
festgelegten  Zeitpunkt  des  Individualzyklus  (Harms)  Teilungsruhe 
ein:  die  Zellen  werden  zu  „perennen“  oder  stationären  Ele- 
menten. Am  extremsten  verhalten  sich  in  dieser  Hinsicht  nach 
der  heute  herrschenden  Auffassung  die  Nervenzellen  der  höheren 
Tiere.  Wir  müssen  mit  den  Neuronen,  die  während  der  Embryonal- 
entwicklung angelegt  wurden,  zeit  unseres  Lebens  haushalten,  und 
so  wird  der  Alterstod  von  vielen  als  ein  Nerven-  oder  Gehirntod  auf- 
gefaßt.  Beim  alternden  Hunde  konnte  Harms  tatsächlich  eine 
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starke  Abnahme  der  Purkinjezellen  nach  weisen:  Auf  Schnitten  waren 
in  einem  Gesichtsfeld  beim  2 jährigen  Hund  durchschnittlich  31, 
beim  17  jährigen  nur  noch  10  Ganglienzellen  festzustellen.  F.  Weyer 
(1932)  fand  dagegen  am  Gehirn  alternder  Bienen  keine  so  eindeutigen 
Alterserscheinungen.  Auch  in  der  Gewebekultur  wurde  niemals  eine 
echte  mitotische  Neuroblasten  Vermehrung  erzielt  [diesbezügliche 
Angaben  von  G.  Levi  und  H.  Meyer  (1933)  wurden  neuerdings 
von  derselben  Schule  berichtigt  bzw.  ergänzt,  vgl.  H.  Meyer  und 
W.  Jablonski  1937],  wohl  dagegen  das  Auswachsen  von  Nerven- 
fasern und  fortschreitende  Differenzierung. 

Auch  die  Pankreaszelle  tritt  zu  einem  bestimmten  Zeitpunkt,  der 
beim  Hühnchen  etwa  zwischen  dem  10. — 14.  Lebenstage  zu  liegen 
scheint,  in  Teilungsruhe  ein.  Das  Verhalten  der  Leberzelle  ist  da- 
gegen wohl  noch  nicht  genügend  geklärt.  Bekanntlich  sind  Regene- 
rationserscheinungen in  der  Leber  nach  operativer  Entfernung  von 
Teilen  (vgl.  z.  B.  Versuche  von  Stieve  1936  am  Kaninchen)  nach 
Lebercirrhose  und  Phosphorvergiftung  (Clara  1931)  festgestellt 
worden.  Nach  Claras  Untersuchungen  erweist  sich  das  Leber- 
parenchym selbst  als  vermehrungsfähig,  und  die  Regeneration  erfolgt 
nicht  nur  von  den  Gallengangepithelien  aus,  wie  andere  Untersucher 
vermuteten.  Clara  zitiert  aus  der  Literatur  ein  Beispiel,  wo  bei 
einem  109  jährigen  Greis  Mitosen  in  Leberzellen  gefunden  wurden. 

Sind  nun  schon  die  Angaben  über  die  am  eingehendsten  unter- 
suchten Gewebe,  Nervenzellen,  Leberparenchym  und  exokrine  Pan- 
kreaszellen keineswegs  eindeutig,  so  fehlen  für  andere  Gewebe  und 
auch  bei  anderen  Wirbeltieren  Untersuchungen  in  dieser  Richtung 
fast  ganz.  Nur  gelegentlich  finden  sich  in  der  Literatur  verstreute 
und  zum  Teil  auch  unsichere  Angaben.  Vielleicht  erweist  sich  der 
Weg  als  gangbar,  die  Bedingungen  der  Teilungsruhe  nach  künst- 
lich erzwungener  Mitosenauslösung  durch  Pharmaka  (wie  z.  B.  Na- 
Kakodylat  und  Colchicin)  systematisch  zu  erforschen  (Kakodyla- 
stischer  Schock  nach  Dtjstin).  Für  Leber-  und  Pankreaszellen  er- 
geben sich  jedenfalls  bei  der  Maus  dadurch  sehr  eindeutige  Resultate 
(nach  noch  unveröffentlichten  Untersuchungen,  vgl.  Abb.  59).  Ganz 
geringe  Dosen  karyoklastischer  Substanzen  lösten  etwa  bis  zum 
13. — 15.  Lebenstage  Prophasen  und  Pyknosen  (infolge  Störung  des 
Mitoseablaufs)  aus.  Nach  dieser  Zeit  sprachen  weder  Leber-  noch 
Pankreaszellen  auch  auf  10  fache  und  noch  höhere  Mengen  karyo- 
klastischer Stoffe  an,  während  Thymus-  und  Milzzellen  u.  a.  unver- 
ändert stark  reagieren  bzw.  entsprechend  der  stärkeren  Dosierung 
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noch  mehr  Pyknosen  aufweisen.  Dieser  Zeitpunkt  fällt  wiederum 
zusammen  mit  dem  Auftreten  höherer  Kernklassen  (vgl.  S.  303). 

Das  Verhalten  bestimmter  Gewebetypen  kann  jedoch  keineswegs 
für  ganze  Tierordnungen  verallgemeinert  werden.  Der  Übergang  zur 


Abb.  59.  Das  Verhalten  der  Leberzellen  verschieden  alter  Mäuse  nach  Be- 
handlung mit  karyoklastischen  Giften.  — a)  7 Tage  alte  Maus.  9h  nach  In- 
jektion von  2 mg  Natriumkakodylat.  Zahlreiche  verklumpte  Prophasen 
und  Pyknosen;  b)  21  Tage  alte  Maus  7h  nach  Injektion  von  2,5  mg  Natrium- 
kakodylat. Mitosen  und  Pyknosen  fehlen.  Dafür  sind  zahlreiche  Zellkerne 
von  verdoppeltem  Volumen  f sowie  amitotisch  zweikernig  gewordene  Zellen  * 
vorhanden.  Mit  dem  Einsetzen  des  Wachstums  durch  rhythmische  Volumen- 
verdoppelung erlischt  also  auch  zunehmend  das  Ansprechen  auf  karyo- 
klastische  Gifte.  (Fixation  nach  Zenker,  Nuclealreaktion.)  — Orig. 
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Teilungsruhe  scheint  ebenso  wie  das  Regenerationsvermögen  vielfach 
in  einer  und  derselben  Tiergruppe  weitgehend  verschieden  zu  sein.  Bei 
den  Wirbeltieren  kann  vielleicht  als  Regel  gelten,  daß  die  phylogene- 
tisch niedriger  stehenden  Gruppen  wie  etwa  die  Amphibien  und 
unter  den  Säugern  wiederum  die  Monotremen  ( ?)  stärkere  regenera- 
tive Potenzen  und  weniger  ausgeprägte  perenne  oder  stationäre 
Elemente  aufweisen  als  die  höheren  Wirbeltiere.  So  konnte  u.  a. 
H.  Fischer  (1911)  bei  Amphibien  eine  Regeneration  des  Pankreas 
durch  mitotische  Vermehrung  der  exokrinen  Zellen  feststellen  und 
Jacobj  fand  schon  in  seiner  grundlegenden  Untersuchung  über  das 
rhythmische  Kernwachstum  (s.  weiter  unten),  daß  bei  Amphibien 
(Proteus)  und  Monotremen  (Echidna)  im  Gegensatz  zu  den  phyloge- 
netisch jüngeren  Formen  im  Leberparenchym  die  höheren  Kern- 
klassen fehlen. 

Es  erhebt  sich  also  die  Frage  nach  den  Ursachen  für  das  Er- 
löschen der  mitotischen  Vermehrung  verschiedener  Ge- 
webe. Dafür  könnten  einmal  Faktoren  des  Gesamtorganismus, 
zum  zweiten  aber  auch  innere  Faktoren  der  Zellen  selbst  verant- 
wortlich gemacht  werden.  Für  beide  Auffassungen  lassen  sich  Hin- 
weise anführen. 

Die  gewebezüchterische  Praxis  ergab,  daß  das  Blut  mit  dem  Alter 
der  Spendertiere  immer  ungeeigneter  als  Medium  für  Gewebekulturen 
wird.  Das  Serum  älterer  Tiere  wirkt  sogar  geradezu  hemmend 
auf  die  Vermehrung  der  Zellen.  Carrel  konnte  im  Serum  eine  das 
Wachstum  von  Gewebekulturen  fördernde  Substanz  in  der  Globulin- 
fraktion nach  C02-Fällung  und  eine  hemmende  im  restlichen  Serum 
nachweisen.  Aus  diesen  Versuchen  und  der  wahrscheinlich  unbe- 
grenzten Züchtbarkeit  von  Fibroblasten  schließen  Carrel,  A.  Fischer 
u.  a.,  daß  die  Faktoren  des  Alterns  nicht  in  den  Zellen  selbst  be- 
gründet sind. 

Andererseits  scheint  aber  doch  bei  vielen  streng  determinierten 
und  differenzierten  Geweben  ein  autonomer  Lebensrhythmus 
vorzuliegen.  Dementsprechend  sind  nicht  alle  Gewebe  in  vitro  un- 
begrenzt züchtbar.  So  gehen  manche  embryonalen  Gewebe  in  der 
Kultur  zunächst  gut  an  und  lassen  sich  unter  lebhafter  Vermehrung 
ihrer  Zellen  über  viele  Passagen  fortführen,  aber  dann  treten  nach  ver- 
schieden langen  Zeitabständen,  die  jeweils  charakteristisch  verschieden 
zu  sein  scheinen,  Degenerationserscheinungen  auf,  oder  es  macht  sich 
wenigstens  ein  Abklingen  der  Vermehrungsfähigkeit  geltend,  so 
z.  B.  bei  Pankreaskulturen  des  Hühnchens  nach  Fischer  und  Ries 
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(1936),  bei  Irisepithelkulturen  nach  I.  Fischer  (1937).  Nervenzellen 
konnten  meines  Wissens  in  der  Kultur  bisher  nicht  länger  als  8 Wochen 
gehalten  werden  (Meyer  und  Jablonski).  Nach  J.  Verne  (1937) 
sollen  die  Neuroblasten  im  allgemeinen  schon  3 Wochen  nach  der 
Explantation  zugrunde  gehen.  Epithelkulturen  aus  der  Leber  konnte 
Kapel  (1926)  nur  mit  Mühe  2 Monate  lang  (24  Passagen)  kultivieren. 
Ephrtjssi  und  LacassagnE  (1933)  explantierten  Lebergewebe  von 
verschieden  alten  (embryonalen,  jugendlichen  und  erwachsenen) 
Kaninchen  und  beobachteten  an  Leberzellen,  die  aus  erwachsenen 
Tieren  stammten,  niemals  eine  Proliferation.  Das  Lungenepithel 
scheint  nach  Angaben  von  J.  Verne  (1937)  vielleicht  in  ähnlicher 
Weise  wie  die  Pankreaszelle  nur  während  einer  bestimmten  Ent- 
wicklungsphase züchtbar  zu  sein : Lungengewebe  von  Hiihner- 
embryonen,  das  vor  dem  15.  Bebrütungstage  explantiert  wurde, 
wuchs  fast  stets  rein  bindegewebig  aus.  Leider  gibt  Verne  nicht 
an,  ob  die  Lunge  älterer  Küken  in  vitro  auswächst.  Nach  A.  Fischer 
sollen  die  Herzmuskelzellen  bald  nach  der  Explantation  zugrunde 
gehen,  was  allerdings  von  Olivo  und  Levi  bestritten  wird.  Anderer- 
seits hat  gerade  Olivo  nachgewiesen,  daß  die  Herzmuskelzellen  sich 
von  einer  bestimmten  Entwicklungsphase  an  nicht  mehr  zu  teilen 
vermögen.  Von  da  an  beruht  das  ganze  weitere  Wachstum  des 
Herzens  auf  einem  Zellwachstum  durch  Volumenvergrößerung. 

Es  scheint  demnach,  als  ob  vor  allem  oder  ausschließlich  (? ) die 
Gewebe  in  vitro  unbegrenzt  züchtbar  sind,  die  auch  im  lebenden 
Organismus  dauernd  teilungsfähig  bleiben.  Es  ist  daher  möglich, 
solche  Kulturen  nicht  nur  mit  embryonalem  Material  anzulegen, 
sondern  auch  mit  Zellen  aus  erwachsenen  Tieren  (Fibrocyten  von 
Kaninchen  u.  a.),  während  Gewebe  mit  beschränkten  Vermehrungs- 
perioden auch  in  vitro  und  unabhängig  von  den  nervösen  und  humo- 
ralen Einflüssen  des  Organismus  nicht  ad  infinitum  züchtbar  sind. 

Wir  müssen  daher  schon  in  den  Zellen  selbst  verankerte,  irrever- 
sible Lebensrhythmen  annehmen,  denn  die  Gewebe  wurden  ja  zu 
einer  Zeit  explantiert,  da  sie  noch  auszuwachsen  und  sich  zu  vermehren 
vermochten.  Sie  sind  weiterhin  den  Einflüssen  des  Organismus  und 
damit  seines  Individualzyklus  völlig  entzogen  und  leben  unter  stets 
gleichbleibenden,  für  Vermehrung  und  Wachstum  optimalen  Um- 
ständen und  werden  zudem  in  den  meisten  Fällen  noch  mit  embryo- 
nalen Substanzen  versehen. 

Beim  Hühnerpankreas  erlischt'  die  Züchtbarkeit  der  Explantate 
etwa  am  10. — 14.  Tage,  wenn  das  zelluläre  Wachstum  durch  Volumen- 
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Verdoppelung  beginnt,  und  das  Epithelwachstum  läßt  sich  nun  auch 
durch  Zusatz  oberflächenaktiver  Stoße,  wie  z.  B.  Galle,  wodurch 
sonst  das  Epithelwachstum  gegenüber  dem  Bindegewebe  begünstigt 
wird  (vgl.  Kkake),  nicht  wieder  anfachen.  Es  liegt  nahe,  das  gleich- 
zeitige Erlöschen  der  Züchtbarkeit  und  den  Beginn  des  zellulären 
Wachstums  nicht  für  ein  zufälliges  Zusammentreffen  zu  halten,  zu- 
mal die  Reaktion  auf  karyoklastische  Gifte  zu  demselben  Zeitpunkt 
aufhört  (s.  auch  Abb.  60,  S.  315). 

Über  die  Faktoren,  welche  in  vivo  und  in  vitro  bei  vermehrungs- 
fähigen Zellen  die  Mitose  auslösen,  kann  hier  nur  das  Wesent- 
lichste angedeutet  werden,  zumal  die  Frage  nach  der  Bedeutung  der 
mitogenetischen  Strahlen  (Gurwttsch,  Stempele  u.  a.)  noch  nicht 
als  endgültig  geklärt  angesehen  werden  kann,  und  gegenüber  den 
betreffenden  bisher  vorliegenden  Untersuchungen  vielfach  größte 
Skepsis  angebracht  zu  sein  scheint.  Sicher  aber  spielen  Zerfalls- 
und Wundstoffe  bei  der  Mitose  tierischer  Zellen  ebenso  eine  Rolle 
wie  bei  pflanzlichen  Zellen  (Nekrohormone  nach  Haberlakdt  [vgl. 
S.  334]).  Systematische  Versuche  ergaben  weiterhin,  daß  die  Wachs- 
tum sanregenden  Faktoren,  z.  B.  im  Embryonalextrakt,  in  Extrakten 
aus  Milz,  Leber,  Leukocyten  und  wohl  auch  bestimmten  Sarkomen, 
wahrscheinlich  auf  dem  Gehalt  gewisser,  nicht  denaturierter,  sehr 
labiler  und  gegen  Hitze  empfindlicher  Eiweißabbauprodukte  be- 
ruhen. Nach  Lasnitzki  (1937)  wird  die  wachstumsfördernde  Wir- 
kung des  Embryonalextraktes  z.  B.  durch  Erwärmen  auf  70° 
(10 — 30  Minuten)  aufgehoben. 

Odiette  und  Truhatjt  (1937)  untersuchten  neuerdings  die  wachstums- 
fördernde Wirkung  verschiedener  Aminosäuren  und  anderer  Eiweißkörper. 
Glykokoll,  Tryptophan,  Phenyl-ß-alanin,  Glutaminsäure,  Keratinin  förderten 
das  Zellwachstum  in  vitro,  Cystein,  Leucin,  Alanin  hatten  keinen  Einfluß, 
Phenyl-a-alanin,  Lysin,  Histidin  verhinderten  die  Zellteilung.  Besonders 
hervorgehoben  zu  werden  verdient,  daß  Glutathion  wirkungslos  war  (Gluta- 
thion ist  ein  Tripeptid  aus  je  einem  Molekül  Glutaminsäure,  Cystein  und 
Glykokoll,  also  zwei  zellteilungsfördernde,  eine  wirkungslose  Komponente), 
da  die  Glutathionreaktion  an  wachsenden  Gewebekulturen  stets  positiv  aus- 
fällt, aber  nach  Eintritt  der  Wachstumsruhe  negativ.  An  einem  Derivat  des 
Glykokolls  (Diketo-Piperazin)  wurde  weiterhin  nachgewiesen,  daß  es  nur  in 
einem  ganz  bestimmten  Konzentrationsbereich  wirksam  ist. 

Bis  zu  einem  gewissen  Grade  können  Eiweiß  bzw.  partiell  hydroly- 
sierte Eiweißkörper  auch  durch  Pepsin- Verdauungsprodukte  von 
Fibrin  ersetzt  werden  (vgl.  vor  allem  die  Versuche  von  Garrel  und 
Baker  1926).  Bekannt  ist  weiterhin,  daß  dieselben  Substanzen  nach 
Injektion  z.  B.  bei  Insekten  eine  reichliche  mitotische  Vermehrung 
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der  Lymphocyten  hervorrufen  (caryocinetose  der  französischen  Au- 
toren; vgl.  u.  a.  0.  Tauber  1936).  Ein  überzeugendes  Beispiel  der 
Mitose  anregenden  Wirkung  zerfallender  Zellen  bieten  die  Ascidien: 
die  Neoblasten  beginnen  regelmäßig  sich  mitotisch  zu  teilen,  wenn 
die  differenzierten  Zellen  Degenerationserscheinungen  aufweisen, 
oder  wenn  nach  Verletzungen  Zellzerfall  einsetzt.  Bei  Omwa-Larven 
ist  eine  solche  erste  Mitosenwelle  stets  in  dem  Augenblick,  da  der 
Schwanz  zu  degenerieren  anfängt,  zu  beobachten.  Während  der 
Embryonalentwicklung  könnten  so  bei  verschiedenen  Tieren  ent- 
sprechend den  Vorstellungen  GräpERs  lokalisierter  Zellzerfall  und 
Dotterresorption  besondere  Formbildungsherde  schaffen  (über  die 
Bedeutung  von  Wundstoffen  bei  Gewebekulturen  vgl.  S.  349). 

Mit  der  zellteilungsfördernden  Wirkung  von  Zerfallsstoffen  kann 
die  Mitoseanregung  durch  bestimmte  Pharmaka,  die 
A.  P.  Dustin  als  karyoklastische  Gifte  bezeichnet  (insbesondere 
organische  Arsenverbindungen  wie  Kakodylate  und  das  Alkaloid 
Colchicin),  nicht  unbedingt  verglichen  werden.  Durch  diese  Stoffe 
werden  zwar  Mitosen  angeregt,  aber  gleichzeitig  ihr  normaler  Ver- 
lauf gehemmt.  Daher  treten  bei  der  Behandlung  mit  karyoklastischen 
Stoffen  stets  reichlich  Pyknosen  auf  (Abb.  59,  S.  298).  Nach  Unter- 
suchungen vonLuDFORD  (1936)  steht  diese  Hemmung  der  Mitosen  vor 
allem  in  Zusammenhang  mit  einer  Unterdrückung  der  Spindelbildung 
(nach  Beobachtungen  an  normalen  Gewebezellen  und  bösartigen 
Geschwulstzellen  in  der  Gewebekultur).  (Eine  zusammenfassende 
Darstellung  dieser  Erscheinungen  gab  neuerdings  K.  Chodkowski 
1937.) 


8.  Amitose  und  rhythmisches  Kernwachstum  durch 
Volumenverdoppelung 

In  Geweben,  deren  mitotische  Vermehrungsfähigkeit  aus  irgend- 
einem Grunde  erloschen  ist,  erfolgt  trotzdem  mitunter  noch  Kern- 
oder Zellteilung,  und  zwar  ohne  Bildung  von  Chromosomen  durch 
Amitose.  Diese  Amitose  geht  oft  als  eine  ziemlich  regellos  anmutende 
Kernlappung  oder  Kernzerschnürung  vor  sich,  und  auf  diese  Weise 
entstehen  mitunter  auch  vielkernige  Zellen  mit  unregelmäßig  großen 
Kernen.  In  anderen  Fällen  ist  bei  der  Amitose  eine  regelmäßige 
hantelförmige  Einschnürung  des  Zellkernes  festzustellen,  wobei  auch 
der  Nucleolus,  wenn  er  in  Einzahl  vorhanden  ist,  halbiert  wird 
(vgl.  u.  a.  I.  Fischer  1932  bei  öosinophilen  Leukocyten  von  Am- 
phibien, 1935  am  Follikelepithel  von  Insekten,  s.  Abb.  58,  S.  293).  Diese 
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Amitose  erfolgt  wohl  meist  (oder  stets  ?),  nachdem  der  Kern  etwa  auf 
das  Doppelte  seines  ursprünglichen  Volumens  herangewachsen  war.  So 
kann  die  Amitose  in  Beziehung  gebracht  werden  zu  dem  von  Jacobj 
(1925)  entdeckten  rhythmischen  Kernwachstum  unter  Volumen- 
verdoppelung. M.  Clara  hat  die  Amitose  als  Phaenoschisis 
der  Endoschisis  gegenübergestellt,  um  anzudeuten,  daß 
beide  Vorgänge  auf  demselben  Prinzip  beruhen,  nämlich  einer  „inne- 
ren Teilung“  der  Kernkomponenten.  Sie  unterscheiden  sich  nur 
insofern,  als  bei  der  Amitose  auch  eine  äußere  Zweiteilung  statt- 
findet, bei  der  Endoschisis  dagegen  nicht. 

Auf  variationsstatistischem  Wege  hatte  Jacobj  gefunden,  daß  in 
einem  Gewebe  mit  verschiedenen  Kerngrößen  (u.  a.  Leber,  Pankreas 
von  Maus  und  Ratte)  die  auf  Grund  der  Durchmesser  berechneten 
Kernvolumina  nicht  eine  eingipfelige  Kurve  ergeben,  sondern  eine 
mit  mehreren  Maxima.  Die  Maxima  entsprechen  jeweils  einer  Vo- 
lumenverdoppelung. Also  müssen  die  Kerne  rhythmisch,  unter 
Volumenverdopplung,  wachsen,  und  weiterhin  muß  die  Wachs- 
tumsperiode viel  kürzer  sein  als  die  Ruheperiode  nach  erreichter 
V olumenverdopplung . 

Dies  Verhalten  entsprach  den  Erwartungen,  die  M.  Heidenhain 
(1912)  in  seiner  Synthesiologie  im  Anschluß  an  die  R.  Hertwigsche 
Kernplasmarelation  auf  deduktivem  Wege  entwickelt  hatte.  Nach 
Heidenhain  zerfällt  die  lebende  Masse  in  organische  Komplexe 
als  lebende  Elementareinheiten,  Protomeren,  die  sich  durch 
Teilung  vermehren  und  stufenweise  Histosysteme  höherer  Ordnung 
aufbauen.  Das  bedingt  eine  bestimmte  Hierarchie  oder  Enkapsis 
dieser  Histosysteme,  die  dementsprechend  nur  unter  mehr  oder  minder 
gleichzeitiger  Vermehrung  der  sie  auf  bauenden  Histosysteme  niederer 
Ordnung  wachsen  können.  Für  den  Kern  gilt  nach  R.  Hertwig 


M K (Kernmasse) 
M P (Plasmamasse) 


= konstant. 


Wächst  die  Zelle  auf  das  doppelte  Volumen  heran,  so  ist  demnach 


2 M K 
2M  P 


±MK 
4M  P 


Je  usw. 


Indem  Jacobj  nun  tatsächlich  ein  rhythmisches  Kernwachstum 
durch  Volumenverdopplung  feststellte,  schien  ein  erster  Beweis  der 
Heidenhainschen  Protomerentheorie  erbracht.  Jacobj  bezeichnete 
deswegen  den  Prozeß  der  Kernvergrößerung  auch  als  „innere  Tei- 
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lung“,  da  er  auf  einer  synchronen  Teilung  aller  zunächst 
auf  das  doppelte  Volumen  anwachsenden  Protomeren  be- 
ruhen sollte.  Nach  einer  neueren  Arbeit  von  Jacobj  (1935)  ließen 
sich  die  Kerne  bei  den  verschiedensten  menschlichen  Geweben  mit 
nur  wenigen  Ausnahmen  insgesamt  9 verschiedenen  Größenklassen 
zuordnen.  Vor  allem  von  Clara,  I.  Fischer,  G.  Hertwig,  H.  Voss 
u.  a.  wurden  die  Jacobjschen  Befunde  an  Geweben  verschiedener 
Wirbeltiere  und  Wirbelloser  bestätigt.  Ja,  G.  Hertwig-  glaubt 
sogar  aus  der  Tatsache,  daß  das  Volumen  der  Spermatidenkerne 
1/8  des  Spermatocyten-Kernvolumens  beträgt,  auf  eine  ,,3.  Reife- 
teilung“ bei  Mensch  und  Katze  schließen  zu  können  (außerdem 
ließen  sich  3 verschiedene  Spindelgrößen  und  2 intermediäre  Kern- 
größen feststellen).  Bei  Bombyx  bestehen  nach  WermEL  und 
Scherschulskaja  (1934)  zwischen  Spermatocyten-  und  Spermatiden- 
kernen sogar  die  Volumenbeziehungen  16  : 1,  obgleich  die  Auszäh- 
lung der  in  einer  Cyste  vorhandenen  Spermatocyten-  und  Spermato- 
zoen  ergibt,  daß  aus  jeder  Spermatocyte  nur  4 Samenfäden  hervor- 
gehen. 

Demgegenüber  stellten  E.  M.  Wermel  und  Scherschulskaja 
(1934)  und  Bogojawleesky  (1934)  an  somatischen  Geweben  der 
Seidenraupe  (Fettkörper  bzw.  Darmzellen)  sowie  bei  der  Anopheles - 
Laive  keine  Verdopplung,  sondern  eine  abweichende  Wachs- 
tumsreihe (1:1,5:2,25)  fest.  Danach  wäre  der  Vergrößerungs- 
koeffizient der  Kernmaxima  nicht  2,  sondern  1,5,  und  damit  würde 
der  einzige  Beweis  der  Protomerentheorie  hinfällig. 

Während  in  allen  diesen  Arbeiten  nur  Messungen  an  fixierten 
Präparaten  verwertet  werden,  erfaßten  Wermel  und  PorTugalow 
(1935)  mit  Hilfe  eines  Zeitrafferfilmes  direkt  den  Wachstumsrhyth- 
mus der  Kerne  in  einer  Bindegewebskultur  aus  dem  achttägigen 
Hühnerherzen.  In  den  Wachstumsperioden  erfolgte  eine  Größen- 
zunahme um  das  0,4 — 0,5  fache  (Zuwachskoeffizient  R = 0,45).  Es 
zeigte  sich  auch,  daß  der  Übergang  von  einer  Größenklasse  zur 
anderen  in  mehreren  aufeinanderfolgenden  Wachstums-  und  Ruhe- 
perioden erfolgen  kann.  Wermel  und  PorTugalow  weisen  jedoch 
ausdrücklich  darauf  hin,  daß  die  Verhältnisse  in  einer  rasch  wach- 
senden Gewebekultur  nicht  unbedingt  mit  denen  in  einem  „stabili- 
sierten Gewebe“  zu  vergleichen  sind.  Sie  führen  daher  für  die  Wachs- 
tumsstufen in  der  Gewebekultur  noch  den  Begriff  der  Unterklassen 
ein.  M.  E.  kann  gegen  diese  Untersuchungen  eingewandt  werden, 
daß  es  sich  bei  diesen,  an  Bindegewebskulturen  gemessenen  Vor- 
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gangen  um  ganz  andere  Prozesse  als  die  von  Jacobj  entdeckten 
urid  untersuchten  Erscheinungen  handelt,  nämlich  wohl  größtenteils 
um  Vergrößerung  und  Aufquellungsvorgänge  an  Kernen  nicht  statio- 
närer Zellen  vor  und  nach  der  Mitose,  zumindest  wurden  diese  bei 
den  Untersuchungen  wohl  mit  erfaßt.  Dafür  spricht  vor  allem,  daß 
manche  „ Wachstumsrhythmen“  innerhalb  von  Minuten  bis  wenigen 
Stunden  ablaufen.  In  einem  Falle,  in  dem  das  Wachstum  eines 
Zellkernes  vor  einer  Amitose  aufgenommen  wurde,  stellten  die  Ver- 
fasser als  Zuwachskoeffizienten  der  Wachstumsperiode  0,98  fest,  was 
etwa  mit  den  Jacobj  sehen  Befunden  übereinstimmt.  Damit  würde 
dann  auch  die  Eingipfeligkeit  der  Variationskurven  der  Kerngrößen 
in  schnell  wachsenden  Geweben,  sowie  auch  der  hohe  Variations- 
koeffizient derselben  zu  erklären  sein. 

Während  nun  Jacobj  das  rhythmische  Kernwachstum  durch 
Volumenverdopplung  als  einen  induktiv  gewonnenen  Beleg  für  die 
Protomerentheorie  auf  faßte,  scheinen  neuerdings  diese  Vorgänge  auf 
andere  Weise,  nämlich  durch  innere  Teilungen  der  Chromo- 
someneinheiten des  Buhekernes  verständlich  zu  werden.  Den 
ersten  Hinweis  dafür  lieferten  die  Biesenchromosomen  in  den  Speichel- 
drüsenzellen verschiedener  Dipteren.  Hier  konnte  eine  größere  Zahl 
von  Längselementen  ausgezählt  werden,  die  Chromonemen,  die  nach 
wohlbegründeter  Auffassung  einem  Einzelchromosom  entsprechen. 
Clara  konnte  schon  1931  wahrscheinlich  machen,  daß  die  nach 
Phosphorvergiftung  sich  mitotisch  teilenden  Leberzellen  des  Kanin- 
chens in  der  zweiten  Kernklasse  doppelte  Chromosomenzahlen  auf- 
weisen. Im  Follikelepithel  von  Schmetterlingen  ( Lymantria  monacha) 
waren  schon  früher  von  Seiler  vierfache  Chromosomengarnituren 
gefunden  worden.  Neuerdings  stellte  Berger  in  Puppen  von  Culex 
'pi'piens  16-  oder  32-ploide  Mitosen  in  Zellen  fest,  deren  Kerne  etwa 
das  8 — 16  fache  Volumen  im  Vergleich  mit  den  entsprechenden  bei 
jungen  Larven  hatten;  damit  wurde  eine  ältere  Arbeit  von  Holt 
(1917)  bestätigt.  Nach  diesen  Befunden  braucht  rhythmisches  Kern- 
wachstum nicht  unbedingt  die  mitotische  Vermehrungsfähigkeit  der 
Zellen  auszuschließen.  — Ganz  neuerdings  konnte  ich  nach  Colchi- 
cininjektion  auch  bei  einer  Biesenzelle  in  der  Milz  der  Maus  über 
300  Chromosomen  auf  dem  Prophasestadium  feststellen. 

Nur  kurz  sei  in  diesem  Zusammenhänge  noch  eingegangen  auf  die 
Erscheinung  der  Polyploidie,  die  vor  allem  durch  von  F.  von  WeTt- 
stein  erforscht  wurde.  Am  häufigsten  treten  Polyploidieerscheinungen 

Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II  20 
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bei  pflanzlichen  Zellen  auf  bzw.  sie  wurden  hier  zuerst  erkannt  und 
am  eingehendsten  untersucht.  Dabei  hatte  sich  auch  herausgestellt, 
daß  die  Polyploidie  (Auftreten  von  Formen  mit  einem  ganzzahligen 
Vielfachen  der  Chromosomenzahl)  oft  parallel  geht  mit  einer  ent- 
sprechenden Vergrößerung  der  Zellen,  so  z.  B.  bei  der  tetraploiden 
Oenothera  gigas  und  tetraploiden  Tomaten  (vgl.  H.  Winkleb.  1916).  Die 
grundlegenden  Untersuchungen  von  F.  von  Wettstein  (1924/28)  an 
Moosprotonemen  haben  jedoch  ergeben,  daß  es  sich  hierbei  nicht 
um  eine  strenge  Gesetzmäßigkeit,  sondern  um  eine  allerdings  recht 
häufige  Regel  handelt:  während  di-,  tri-  und  tetraploide  Moospflanzen 
entsprechend  vergrößerte  Zellen  aufweisen,  ist  dies  bei  den  okto- 
ploiden  Formen  nicht  der  Fall.  Weiterhin  hat  die  Formel 

Vn:V2n=  1:2 

aber  auch  jeweils  nur  bedingte  Geltung.  Das  Verhältnis  1 : 2 stellt 
nämlich  einen  Mittelwert  dar,  der  bei  verschiedenen  Sippen  mehr 
oder  weniger  verschoben  sein  kann.  Das  hängt  vor  allem  von  einem 
jeweils  empirisch  zu  ermittelnden  konstanten  Faktor  x ab,  der 
ebenso  wie  V1  für  jede  Sippe  charakteristisch  und  von  mendelnden 
Genen  abhängig  ist.  Dabei  läßt  von  Wettstein  zunächst  offen, 
ob  x auf  eine  primäre  Volumenverdoppelung  vermehrend  oder 
verringernd  einwirkt,  oder  ob  die  ganze  Volumenzunahme  auf  der 
verstärkten  Wirkung  des  Vergrößerungsindex  beruht  (vgl.  von  Wett- 
stein  1924). 

Bei  tierischen  Zellen  versuchte  neuerdings  L.  Geitleb  ,(1937)  die 
Beziehungen  zwischen  Polyploidie  und  Kernvolumen  zu  klären,  nicht 
auf  Grund  volumenstatistischer  Ermittlungen,  sondern  durch  eine 
direkte  morphologische  Analyse  des  Kernbaues  von  Gerris  lateralis . 
Bei  dieser  Wanze  sind  die  Kerne  verschiedener  Gewebe  und  auch  die 
Kerne  des  gleichen  Gewebes  in  verschiedenem  Maße  polyploid  (inner- 
halb der  Keimbahn  tritt  natürlich  keine  Polyploidie  auf),  und  es» 
kommen  hier  erstaunlich  hohe  Polyploidiestufen  vor.  So  konnten 
im  Fettkörper  bis  128-ploide  Zellen  nachgewiesen  werden,  während 
die  meisten  Gewebe  jedoch  Zellen  von  geringerer  Polyploidie  auf- 
wiesen,  so  sind  z.  B.  die  Muskelzellen  tetraploid,  die  Zellen  der 
Malpighischen  Gefäße  16-ploid.  Die  Polyploidie  ließ  sich  an  den 
Zellen  dieses  Objektes  deswegen  besonders  leicht  nachweisen,  weil 
hier  die  Prochromosomen  in  den  ,, Ruhekernen“  gut  zu  erkennen 
sind,  ebenso  die  X-Chromozentren.  Somatische  Mitosen  wurden 
bei  diploiden,  tetraploiden  und  oktoploiden  Kernen  beobachtet. 
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Sie  verliefen  in  allen  Phasen  völlig  normal.  Bei  den  höher  poly- 
ploiden  Kernen  wurden  keine  Mitosen  festgestellt.  Die  polyploiden 
Kerne  zeigten  durchweg  eine  ihrer  jeweiligen  Polyploidiestufe  ent- 
sprechende Volumenvergrößerung.  Geitler  nimmt  deswegen  an, 
daß  das  Kernvolumen  bestimmt  wird  durch  die  Zahl  der  Chro- 
mosomen, wobei  aber  auch  deren  Anordnung  im  Kernraum 
und  die  Masse  des  Chromatins  eine  Rolle  spielen.  Für  die  An- 
nahme eines  „inneren  Wachstums“  sind  bei  Gerris  keine  An- 
haltspunkte vorhanden.  Daraus  ergab  sich  eine  sehr  kritische 
Einstellung  zu  den  Vorstellungen  über  das  rhythmische  Kernwachs- 
tum (s.  S.  303)  und  besonders  auch  zu  den  Befunden  von  G.  Hert- 
wig  (s.  S.  304). 

Neuere  Untersuchungen  von  H.  Bauer  (1938)  zeigen  unmittelbar, 
daß  die  Riesenchromosomen  der  Dipteren  von  polyploider  Natur  sind. 
Die  Nährzellkerne  mancher  Calyp traten  ( Lucilia  caesar,  Pollenia  atra- 
mentraia,  Musca  domestica)  lassen  ein  echtes  Kernwachstum  mit 
Chromatinvermehrung  erkennen.  Vorübergehend  treten  in  diesen 
Zellen  Riesenchromosomen  in  haploider  Zahl  auf,  die  zwar  nicht  die 
Längsdifferenzierung  der  Speicheldrüsenchromosomen,  aber  doch  eine 
undeutliche  Gliederung  in  Querscheiben  zeigen.  Diese  Riesen- 
chromosomen kontrahieren  sich  später  zu  mehr  oder  weniger  rund- 
lichen Körpern,  die  in  viele  kurze  Stäbchenchromosomen  mit  mehr 
oder  minder  deutlichem  Längsspalt  zerfallen.  Darauf  strecken  sie 
sich  schließlich  wieder  zu  feinen  Fäden  aus,  die  sich  dann  von  neuem 
zu  einer  „retikulären“  Kernstruktur  anordnen.  Diese  bleibt  nun 
während  des  weiteren  starken  Kernwachstums  dauernd  erhalten. 
Durch  die  Bildung  der  Stäbchenchromosomen  ist  es  möglich,  zahlen- 
mäßig die  Elemente  der  Riesenchromosomen  zu  erfassen.  Nach 
Messung  des  Kernvolumens  würde  hier  weiterhin  die  Möglichkeit 
eines  Vergleichs  mit  den  nach  den  Vorstellungen  über  das  rhythmische 
Kernwachstum  zu  erwartenden  Größen  bestehen. 

Polyploide  Formen  treten  nicht  nur  spontan  in  der  Natur  auf 
sondern  können  auch  experimentell  erzeugt  werden.  Bei  Artemia 
salina  gelang  es  F.  Gross  (1932)  Polyploidie  zu  erzielen,  indem  die 
Eier  während  der  Reifungsteilung  stark  abgekühlt  wurden,  wobei 
der  Kern  des  ersten  Richtungskörperchens  mit  dem  Eizellkern  ver- 
schmüzt.  Bei  Moosprotonemen  rief  F.  von  Wettstein  gleichfalls 
durch  tiefe  Temperaturen  Polyploidie  hervor.  Das  gleiche  konnte 
hier  aber  auch  durch  Behandlung  mit  Narcotica,  wie  z.  B.  Chloral- 
hydrat,  erreicht  werden.  Neuerdings  berichten  A.  Blakeslee  und 
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A.  Avery  (1937)  über  das  Auftreten  polyploider  Formen  bei  Datura 
nach  Einwirkung  von  Colchicin.  Nach  B.  Nebel  und  M.  Rüttle 
(1938)  verhindert  Colchicin  die  Bildung  der  Spindel  (was  R.  Lud- 
ford  [1936]  auch  an  verschiedenen  tierischen  Geweben  in  vitro  und 
in  vivo  nachweisen  konnte).  Dadurch  gehen  dann  aus  den  zur 
Mitose  angeregten  diploiden  Zellen  tetraploide  hervor.  Entwick- 
lungsphysiologisch besonders  interessant  erscheint  die  Tatsache,  daß 
auch  bestimmte  Regenerationsvorgänge  zur  Bildung  polyploider  For- 
men führen:  So  erhielt  Winkler  (1916)  z.  B.  tetraploide  Formen 
von  Solanum- Arten  aus  bivalenten  Adventivsprossen,  die  aus  dem 
Kallusgewebe  aufeinandergepfropfter  Pflanzen  hervorgingen,  und 
die  als  Stecklinge  weitergezogen  werden  konnten.  Manche  Laub- 
moose vermögen  aus  der  diploiden  Mooskapsel  ein  Protonema  zu 
regenerieren,  dessen  Zellen  entsprechend  ihrer  Herkunft  diploid  sind, 
und  dementsprechend  ist  die  Moospflanze  (Gametophyt)  dann  auch 
diploid  und  bildet  nun  eine  tetraploide  Mooskapsel  (Sporophyt), 
aus  der  wiederum  ein  quadrivalentes  Protonema  regenerieren  kann 
(näheres  sowie  Deutungsmöglichkeiten  s.  bei  von  Wettstein). 

Schließlich  sei  hier  noch  erwähnt,  daß  die  Erzeugung  polyploider 
Formen  nicht  nur  ein  rein  theoretisches  Interesse  hat,  sondern,  wenn 
es  sich  um  Kulturpflanzen  handelt,  auch  praktische  Bedeutung  er- 
langen kann,  insofern  als  bei  ihnen  vielleicht  größere  Genkombi- 
nationsmöglichkeiten zur  Erreichung  bestimmter  erwünschter 
Eigenschaften  gegeben  sind.  Doch  sind  dabei  im  einzelnen  wohl 
noch  viele  Teilfragen  zu  lösen.  Es  sei  daher  hier  nur  auf  die 
Erörterungen  von  H.  Nilsson-Ehle  (1938)  verwiesen,  der  durch 
Selektion  tetraploide  Äpfel  aus  triploiden  Sorten  züchtete,  die 
sich  durch  bessere  Haltbarkeit  und  größeren  Yitamin-C- Gehalt  aus- 
zeichnen sollen. 

Beim  rhythmischen  Kernwachstum  nimmt  das  Plasmavolumen 
wahrscheinlich  entsprechend  der  Kerngröße  zu  [vgl.  dazu  auch  die 
Arbeit  von  I.  Fischer  (1935)],  wenngleich  in  den  meisten  Fällen 
genauere  Messungen  fehlen  und  vielfach  wegen  der  unregelmäßigen 
Form  der  Zellen  nicht  leicht  durchzuführen  sind.  Neuerdings  hat 
I.  PeTerfi  (1937)  mit  seiner  neu  ausgearbeiteten  Methode  der 
Volumenmessung  und  Berechnung  von  in  eine  Capillare  eingesaugten 
Plasmaklümpchen  das  Wachstum  von  Amoeben  im  Zusammenhang 
mit  Lebensalter  und  Zellteilung  genauer  untersucht.  In  ähnlicher 
Weise  werden  sicherlich  Untersuchungen  an  Wirbeltierzellen  durch- 
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zuführen  sein,  die  eine  Nachprüfung  der  älteren  Arbeiten  über  die 
Kern-Plasma-Relation  ermöglichen. 

Boveri  hatte  schon  1905  durch  einen  Vergleich  haploider  und 
diploider  Seeigelkeime  ein  konstantes  Verhältnis  zwischen 
Chromosomenzahl  und  Kernoberfläche  festgestellt.  Rhoda 
Erdmann  (1908)  kam  indessen  zu  der  Schlußfolgerung,  daß  die 
Kerngröße  in  keinem  konstanten  Verhältnis  zur  Chromatinmasse 
stehe,  da  ,,der  Kern  sein  Volumen  beliebig  durch  Aufnahme  von 
Wasser  und  anderen  Stoffen  ändern“  könne.  Zweifellos  sind  alle 
Volumenbestimmungen  des  Kerns  und  des  Plasmas  erschwert  durch 
den  nicht  leicht  abzuschätzenden  Gehalt  an  paraplasmatischen,  er- 
gastischen  Stoffen  und  Wasser. 

Nach  der  Theorie  von  Heidenhain  wachsen  nun  nicht  nur  Kern 
und  Plasma  rhythmisch  durch  Teilung  oder  Volum  Verdopplung, 
sondern  auch  die  höheren  Histosysteme,  wie  z.  B.  Drüsenacini, 
Darmzotten,  Lungenalveolen  usw.  Tatsächlich  findet  vielfach  eine 
Neuanlage  solcher  sich  wiederholender  Partialsysteme  in  einem 
Organ  durch  Zerschnürung  schon  vorhandener  oder  durch  eine  Art 
Knospung  statt.  Damit  ist  aber  noch  keineswegs  die  ,, Autonomie“ 
dieser  Teilsysteme  und  ihre  eigene  Lebendigkeit  bewiesen.  Außer- 
dem entsteht  aber  vielfach  die  Neuanlage  solcher  Partialsysteme 
eines  Organs  in  ganz  anderer  Weise  durch  Umorientierung  und 
Polarisation  der  vorhandenen  Zellen  in  einem  vorher  ungeordneten 
Komplex;  in  dieser  Art  bilden  sich  z.  B.  bei  Axolotlembryonen  aus 
der  ungegliederten  Leber-Pankreasanlage  die  Drüsenläppchen  des 
Pankreas. 


Kapitel  XI 

Zelldegeneration  und  Zelltod 
1.  Das  Altern  der  Gewebe 

Gewebe,  die  ihre  mitotische  Vermehrungsfähigkeit  beibehalten, 
altern  allem  Anschein  nach  ebensowenig  wie  Protisten  unter  be- 
stimmten Kulturbedingungen  (vgl.  Hartmann  1926). 

So  gelang  es  M.  Habtmann,  Stämme  von  Eudorina  jahrelang  dauernd  in 
gleichmäßiger  vegetativer  Vermehrung  zu  halten,  ohne  daß  eine  Depression 
eintrat.  Entsprechende  Versuche  führte  Belar  bei  Actinophrys  und  Actino- 
sphaerium  aus.  Darüber  hinaus  konnte  Hartmann  bei  Amoeba  proteus  auch 
bei  einzelnen  Individuen  Vermehrung  und  trotzdem  Legenerationserschei - 
nungen  experimentell  ausschalten,  indem  täglich  ein  Teil  des  Plasmas  ent- 
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fernt  wurde.  Durch  periodische  Verkleinerung  des  lebenden  Systems  wurde  so 
ein  dynamisches  Gleichgewicht  der  Assimilations-  und  Dissimilationsprozesse 
erzielt,  das  eine  wesentliche  Verlängerung  des  individuellen  Lebens  dieser 
Amoeben  ermöglichte.  Zu  demselben  Ergebnis  führten  Versuche  von 
W.  Goetsch  an  Hydren,  die  durch  genaue  Dosierung  des  Futters  etwa  4 Mo- 
nate lang  im  Stoffwechselgleichgewicht  gehalten  wurden,  ohne  daß  Depressio- 
nen, Fortpflanzung  oder  Knospung  auftraten. 

Diese  Versuche  an  Protozoen  und  Wirbellosen  zeigen,  daß  Zell- 
teilung bzw.  Wachstum  Degenerations-  oder  Alterserschei- 
nungen ausschließen.  Ähnliche  Vorstellungen  können  auch  an 
den  Geweben  von  Wirbeltieren  verschiedenen  Alters  bzw.  an  Ex- 
plantaten in  vitro  auf  histologischer  Grundlage  gewonnen  werden: 
An  Zellen,  die  ihre  Teilungsfähigkeit  seit  längerem  eingebüßt  haben, 
sind  vielfach  schon  morphologisch  Alterserscheinungen  zu  erkennen, 
wie  etwa  Pigmentanhäuf ungen  in  Nervenzellen  (die  allerdings  viel- 
fach auch  schon  bei  jugendlichen  Individuen  festzustellen  sind).  Eine 
eingehendere  Beschreibung  der  morphologischen  Veränderungen 
alternder  und  degenerierender  Gewebe  und  Tiere  findet  sich  bei 
Korschelt  (s.  dort  auch  weitere  Literatur).  Dagegen  fehlen  solche 
Erscheinungen  wohl  meist  oder  immer  in  den  Geweben,  die  auch  im 
Greise  regelmäßig  Mitosen  aufweisen,  und  weiterhin  zeigt  vor  allem 
der  nun  schon  über  so  viele  Jahre  unverändert  gezüchtete  und  mithin 
wahrscheinlich  unbegrenzt  züchtbare  Carrelsche  Fibroblastenstamm, 
daß  diese  Gewebe  keiner  endogenen,  physiologischen  Degeneration 
anheimfallen. 

Desgleichen  erweisen  Regenerationsversuche,  daß  Zellteilung  Zell- 
verjüngung bedeutet  und  Verlust  der  Teilungsfähigkeit  das  Schick- 
sal des  Alterns  bedingt  und  so  vielleicht  den  Tod  des  gesamten  In- 
dividuums zur  Folge  hat.  Die  umgekehrte  Annahme,  der  Verlust 
der  Vermehrungsfähigkeit  sei  nicht  Ursache,  sondern  eine  Folge  des 
Alterns,  ist  schlecht  möglich,  da  dann  verschiedene  Gewebe,  so  vor 
allem  die  Nervenzellen,  schon  gleich  nach  ihrer  Anlage  im  Embryo 
und  noch  vor  Beginn  ihrer  Funktionsperiode  „gealtert“  sein  müßten 
(vgl.  hierzu  auch  R.  Rössle  1917). 

Warum  altert  nun  eine  Zelle,  wenn  doch  eine  ständige  Regene- 
ration an  sich  möglich  ist? 

Von  vornherein  erscheinen  drei  Antworten  auf  diese  Frage  mög- 
lich. Zunächst  könnten  endogene  Faktoren  für  das  Altern  verant- 
wortlich gemacht  werden : so  wie  eine  Maschine  nicht  nur  Abnutzung 
und  Verschleiß  ihrer  am  meisten  beanspruchten  Teile  zeigt,  sondern 
auch  Erscheinungen  der  „Materialalterung“,  so  könnten  auch  im 
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belebten  System  ähnliche  fortschreitende  und  irreversible  Verände- 
rungen eintreten.  Zum  zweiten  könnten  Einflüsse  vom  Milieu  her 
bzw.  ausgehend  vom  gesamten  Organismus  die  Vitalität  der  Zellen 
allmählich  zunehmend  einschränken  und  beeinträchtigen.  Und  zum 
dritten  endlich  wäre  vorstellbar,  daß  die  Zellen  selbst  als  Elementar- 
organismen besondere  irreversible,  mehr  oder  minder  autonome, 
bzw.  in  Wechselwirkung  mit  dem  Gesamtsystem  befindliche  Lebens- 
rhythmen  zeigen,  die  im  Zusammenhang  stehen  mit  ihrer  be- 
sonderen Differenzierung  und  Spezialisierung  im  Organismus. 

Von  Rucizka  und  seiner  Schule  wird  entsprechend  der  ersten 
Anschauung  versucht,  das  Altern  der  Zelle  auf  kolloidchemische 
Zustandsänderungen  im  Protoplasma  zurückzuführen.  So  wie 
viele  kolloide  Lösungen  sich  mit  der  Zeit  verändern  und  z.  B. 
bei  der  Synaerese  Wasser  abscheiden,  so  sollen  auch  die  Plasma- 
kolloide  sich  allmählich  unter  Herabsetzung  ihrer  elektrischen  La- 
dung und  Wasserverlust  verdichten,  da  mit  der  Ladung  die  Dispersi- 
tät geringer  wird.  Diese  Erscheinung  wird  als  Protoplasma- 
hysteresis  bezeichnet.  Sie  soll  letzten  Endes  begründet  sein  in  dem 
Satze  von  der  Entropie,  wonach  der  labilere,  schwieriger  aufrecht  zu 
erhaltende  Zustand  einer  kolloiden  Verteilung  zunehmend  in  den 
stabileren,  ausgeflockten  Zustand  mit  seiner  geringeren  Oberflächen- 
entfaltung übergehen  muß.  Außerdem  vermehren  sich  während  der 
Ontogenese  gerade  alle  die  Eiweißstoffe,  welche  am  meisten  einer 
fermentativen  Verdauung,  der  Quellung  und  Lösung  widerstehen, 
wie  z.  B.  Keratin  und  ,, Plastin“. 

Die  Protoplasmahysteresis  glauben  Rucizka  und  seine  Mitarbeiter 
u.  a.  durch  die  bekannte  zunehmende  Zähigkeit  und  Festigkeit  der 
Gewebe  älterer  Tiere  nachweisen  zu  können,  vor  allem  auch  durch 
die  kontinuierliche  Abnahme  des  Wassergehaltes  von  embryonalen 
zu  älteren  Stadien,  weiterhin  durch  die  geringere  Verdaulichkeit 
der  Gewebe  durch  Fermente  mit  zunehmendem  Alter,  was  besonders 
am  Integument  festgestellt  werden  konnte.  Neuerdings  konnte 
Zeigek  diese  ,, kolloidhistologischen“  Vorgänge  im  Integument 
färberisch  genauer  erfassen.  Danach  erscheint  es  gesichert,  daß 
jedenfalls  bei  Verhornungsprozessen  im  Integument  die  Umladungs- 
bereiche (IEP)  der  fixierten  Gewebseiweiße  sich  in  der  Richtung 
von  der  Epithelbasis  bis  zur  Oberfläche  von  weit  im  sauren  Gebiet 
gelegenen  Werten  mehr  und  mehr  nach  dem  Neutralpunkt  hin  ver- 
schieben. Das  wurde  mit  der  Methode  von  Pischinueb  (s.  S.  108) 
festgestellt  (vgl.  Abb.  23,  S.  110).  Parallel  dieser  Verschiebung  des 
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IEP  nimmt  die  „Struktur dichte“  zu,  was  sich  vor  allem  bei  Färbungen 
mit  Eisenhaematoxylin  nach  Heidenhain  zeigte.  Zeiger  schließt 
daraus,  daß  es  „bei  der  Differenzierung  und  Alterung  der  Zellen  in 
mehrschichtigen  Epithelien  als  Folge  der  Plasmahysteresis  zu  einer 
fortschreitenden  Synaerese  der  Zellkolloide  kommt“.  Aber  es  müßten 
wohl  erst  noch  weitere  Untersuchungen,  vor  allem  auch  an  anderen, 
nicht  verhornenden  Geweben  einsetzen,  bevor  die  Protoplasmahy- 
steresis  als  allgemeine  Ursache  des  Alterns  von  Zellen  gelten  kann. 

In  anderen  Untersuchungen  über  Alterserscheinungen  wird  vor 
allem  auf  die  Anreicherung  von  „Stoffwechselschlacken“ 
in  den  Geweben  hingewiesen.  Wahrscheinlich  beeinträchtigen  nicht 
beseitigte  Abbau-  und  Kondensationsprodukte  des  Eiweißstoff- 
wechsels, Kalkablagerungen,  Pigmentanhäufungen  u.  dgl.  den  Stoff- 
wechsel und  die  gesamten  Funktionen  der  Gewebe.  So  nimmt  ja 
auch  Rucizka  an,  daß  durch  die  Verdichtung  der  Gewebskolloide 
und  die  Anreicherung  schwer  löslicher  und  verdaulicher  Produkte 
der  Gesamtstoffwechsel  der  Gewebe  derart  leidet,  daß  diese  Vor- 
gänge allmählich  eben  zum  Absterben  führen,  was  beim  verhornenden 
Integument  auch  ohne  weiteres  annehmbar  erscheint.  Aber  es  fragt 
sich,  ob  die  Aufspeicherung  von  Produkten,  die  den  Stoffwechsel 
beeinträchtigen,  wirklich  als  Ursache  des  Alterns  der  Gewebe  anzu- 
sehen ist,  oder  ob  es  sich  dabei  nicht  mehr  um  Signale  der  Alters- 
erscheinungen, Folgen  eines  aus  anderen  Gründen  veränderten  Stoff- 
wechsels handelt.  Dabei  muß  allerdings  scharf  getrennt  werden 
zwischen  den  Alterserscheinungen  des  gesamten  Organismus,  die 
zweifellos  eine  unmittelbare  Folge  sklerotischer  Veränderungen  und 
Ausfallserscheinungen  in  den  Geweben  sein  können,  und  den  Ur- 
sachen des  Alterns  der  Gewebe  selbst,  die  nach  allen  bisherigen  Er- 
fahrungen wohl  als  primär  anzusehen  sind. 

Auf  eine  andere  Möglichkeit  für  die  Ursachen  des  Alterns  wiesen 
vor  allem  die  Gewebezüchter  hin.  A.  Fischer  (1932)  sieht  den  Grund 
des  Alterns  der  Zellen  im  Organismus  zunächst  einmal  in  ihrer  Diffe- 
renzierung: „Wir  wissen,  daß  die  Zellen  mit  der  Differenzierung 
und  Organisation  entweder  vorübergehend  oder  endgültig  ihre  ele- 
mentare Wachstumsfunktion  verlieren;  sie  hören  auf  sich  zu  teilen 
und  sind  nicht  länger  imstande,  eine  Existenz  als  einzellige  Lebe- 
wesen weiter  fortzuführen.  Hochdifferenzierte  Zellen  haben  nur 
eine  bestimmte  Lebensfrist,  dann  lösen  sie  sich  auf  und  sterben. 
Undifferenzierte  Zellen  dagegen,  so  wie  wir  sie  in  der  Kultur  außer- 
halb des  Organismus  im  Zustande  des  lebhaften  Wachstums  vor 
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uns  haben,  sterben  nicht  oder  brauchen  nicht  zu  sterben,  sondern 
eine  jede  von  ihnen  gibt  Ursprung  für  neue  Lebewesen  und  geht 
mit  ihrer  Substanz  restlos  in  ihre  Tochterzellen  über.“ 

Andererseits  aber  betont  Fischer  (1930)  auch,  daß  ,,die  Faktoren 
des  Alterns  anscheinend  nicht  in  den  Zellen  selbst  zu  finden  sind, 
sondern  in  viel  tieferen  Phänomenen,  die  an  die  Gesamtfunktion 
aller  Zellen  im  Körper  und  ihres  ,milieu  interieur‘  gebunden  sind“. 
Es  wird  dabei  vor  allem  darauf  hingewiesen,  daß  nach  CarrEL  das 
Plasma  alter  und  alternder  Tiere  in  der  Gewebekultur  geradezu 
wachstumshemmend  wirken  kann  (vgl.  S.  299).  Je  älter  das  Tier 
wird,  um  so  mehr  scheinen  die  hemmenden  Stoffe  zu  überwiegen. 

Diese  Erfahrungen  der  Gewebezüchter,  nach  denen  das  Plasma 
jüngerer  Tiere  als  Kulturmedium  geeigneter  ist  als  das  älterer  (vgl. 
auch  P.  J.  Gaillard  1935),  dürfte  nicht  nach  Rucizka  damit 
zu  erklären  sein,  daß  auch  im  Plasma  Ladungsschwund  und  Synaerese 
eintreten.  Nach  den  V ersuchen  Carrels  scheint  vielmehr  zumindest 
ein  Faktor  des  Alterns  der  Gewebe  durch  Stoffe  im  „mi- 
lieu  interieur“  bedingt  zu  sein.  Was  aber  die  Auffassung 
A.  Fischers  über  die  Bedeutung  des  Grades  der  Zelldifferenzierung 
anbelangt,  so  scheint  sie  wenigstens  in  dieser  einfachen  Form  nicht 
haltbar.  Die  in  vitro  gezüchteten  Zellen  sind  durchaus  nicht  immer 
als  „undifferenziert“  anzusehen,  sondern  bewahren  ihren  Charakter 
als  bestimmten  Gewebstypen  zugehörige  Zellen  in  allen  Passagen. 
Es  wäre  danach  auch  kaum  verständlich,  warum  z.  B.  die  Pankreas- 
zelle des  Hühnchens  erst  dann  züchtbar  wird,  wenn  sie  nach  Ab- 
schluß der  Differenzierung  in  ihre  Hauptfunktionsperiode  eintritt, 
und  daß  diese  Züchtbarkeit  einige  Tage  später  wieder  abklingt,  ohne 
daß  sich  irgendwie  die  morphologische  Differenzierung  der  Zellen 
geändert  hätte.  Die  Befunde  an  der  Pankreaszelle  sprechen  auch  gegen 
die  Allgemeingültigkeit  des  Satzes,  daß  „die  Faktoren  des  Alterns 
nicht  in  den  Zellen  selbst“  gelegen  sein  können;  denn  es  gelang 
bisher  in  keinem  Falle,  Pankreasepithel  länger  als  etwa  6 Wochen 
zu  züchten.  Stets  setzte  dann  Degeneration  ein,  obgleich  die  Zellen 
unter  gleichbleibenden  optimalen  Wachstumsbedingungen  und  frei 
vom  Einfluß  des  Individuums  gezüchtet  wurden.  Manche  Gewebe- 
züchter meinen  allerdings,  daß  dafür  der  große  Zellverlust  infolge 
der  Verflüssigung  des  Mediums  durch  die  Pankreaszelle  verantwort- 
lich zu  machen  ist  (Knake  1934).  Dagegen  läßt  sich  jedoch  anführen, 
daß  jene  Erscheinungen  durch  häufigeres  Umsetzen  nicht  auszu- 
gleichen sind.  Außerdem  verflüssigen  bekanntlich  Krebszellen  das 


314 


Zelldegeneration  und  Zelltod 


Medium  wohl  noch  in  stärkerem  Maße,  und  sind  trotzdem  unbegrenzt 
züchtbar.  Auch  das  Irisepithel  zeigt  nach  mehrere  Monate  langer 
Kultur  in  vitro  bestimmte  Degenerationserscheinungen;  trotzdem 
ist  es  möglich,  solche  Kulturen  dann  noch  sehr  lange  Zeit  am  Leben 
zu  erhalten  (vgl.  I.  Fischer  1937).  Die  ältesten  in  der  Literatur 
erwähnten  Stämme  von  Irisepithel  hatten  ein  Alter  von  18  Mo- 
naten erreicht  (vgl.  Ebeldig  1924).  Andererseits  konnte  Leber- 
gewebe m.  W.  nicht  länger  als  2 Monategezüchtet  werden  (Kapel 
1926,  vgl.  weiter  S.  300). 

Diese  Erfahrungen  führen  zur  dritten  Auffassung  über  die  Ur- 
sachen des  Alterns  von  Geweben:  Bestimmte  Zellen  werden  im  Ver- 
bände des  Organismus  nicht  nur  zu  einer  spezifischen  funktionellen 
und  morphologischen  Differenzierung  und  dementsprechend  zu 
einem  charakteristischen  Arbeitsrhythmus  determiniert,  sondern 
darüber  hinaus  zu  einem  festgelegten  Lebensrhythmus,  der  sich 
auch  unabhängig  von  den  Einflüssen  des  Organismus  geltend  machen 
kann.  Bisher  kennen  wir  allerdings  diese  Lebensrhythmen  der  Ge- 
webe nur  recht  wenig.  Es  scheint,  als  ob  es  alle  Abstufungen  von 
dauernd  teilungsfähigen  und  züchtbaren,  mithin  nicht  alternden 
Geweben  (Fibrocyten)  bis  zu  solchen  Zellen  gibt,  die  nur  vorüber- 
gehend teilungsfähig  und  züchtbar  sind  (Pankreaszelle)  (vgl.  Abb.  60) 
und  darüber  hinaus  zu  den  nach  ihrer  Differenzierung  nicht  mehr 
teilungsfähigen  und  in  vitro  nur  noch  lebens-  und  diff erenzierungs-  bzw. 
unter  Umständen  auch  regenerationsfähigen  Geweben  (Nervenzellen). 

Dabei  bestehen  jedoch  bei  den  verschiedenen  Tiergruppen  wohl 
auch  weitgehende  Unterschiede.  Hinsichtlich  der  Determination 
finden  sich  so  nicht  nur  während  der  frühen  Embryonalentwicklung, 
sondern  auch  während  der  anschließenden  Lebensperioden  zumindest 
graduelle  Verschiedenheiten  (vgl.  dazu  auch  S.  298).  Da  man  diese 
Unterschiede  vielfach  nicht  genügend  beachtete,  wurde  eine  klare 
Problemstellung  in  der  Frage  des  Zelltodes  der  Gewebe  erschwert. 
Es  hat  m.  E.  nur  bei  Zelltypen  mit  einem  autonomen  Lebens- 
rhythmus Sinn,  die  Frage  nach  einem  physiologischen  Zelltod  in- 
folge Alterns  aufzuwerfen;  denn  bei  den  dauernd  unvermindert 
teilungsfähigen  Zellen  wird  die  Kontinuität  der  lebendigen  Systeme 
immer  nur  durch  äußere  Ursachen  unterbrochen  (Katastrophentod 
einzelner  Zellen  infolge  lokaler  schädigender  Einflüsse  oder  Ab- 
sterben  dieser  Zellen  als  Folge  des  Todes  des  ganzen  Organismus). 
Eine  Sonderstellung  nehmen  auch  in  dieser  Hinsicht  wohl  die  Tumor- 
zellen ein,  die  bei  dauernder  Teilungsfähigkeit  doch  eine  begrenzte 
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Lebensdauer  auf  weisen  (vgl.  S.  336).  Es  fragt  sich  indessen,  ob  es 
sich  hier  um  einen  „physiologischen  Tod“  handelt,  der  in  ihrem  Lebens- 
rhythmus  endogen  begründet  liegt,  oder  ob  diese  Erscheinung  mit 
ihrer  Empfindlichkeit  gegen  äußere  Einflüsse  (s.  S.  330)  zusammen- 
hängt. Es  scheinen  ja  nach  allen  bisherigen  Erfahrungen  grund- 
sätzlich die  leicht  vermehrungsfähigen  Gewebe  ebenso  wie  die  Keim- 
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Abb.  60.  Vorläufiges  Schema  der  Entwicklung  einer  Pankreaszelle.  Die  Deter- 
mination erfolgt  bei  den  Amphibien  schon  in  der  Gastrula.  Die  Organanlage 
und  Zelldifferenzierung  setzt  bei  den  Amphibien  im  Gegensatz  zum  Hühn- 
chen sehr  viel  später,  beim  Axolotl  kurze  Zeit  vor  dem  Schlüpfen,  ein.  Der 
Arbeitsrhythmus  beginnt,  ebenso  wie  die  Züchtbarkeit  in  vitro,  am  18. 
bis  19.  Tage  der  Bebrütung.  Das  zelluläre  Wachstum  beginnt  beim  Hühn- 
chen etwa  10—14  Tage  nach  dem  Schlüpfen,  bei  der  Maus  7 — 15  Tage  nach 
der  Geburt.  Damit  erlischt  die  Züchtbarkeit  ebenso  wie  das  Ansprechen  auf 
karyoklastische  Gifte.  — Nach  Ries  (1936). 


zellen  und  Neoblasten  in  viel  stärkerem  Maße  durch  Bestrahlung  und 
Gifte  getroffen  zu  werden  als  die  perennen  Elemente.  Am  deutlichsten 
zeigt  wohl  wiederum  diesen  Unterschied  der  Wechsel  in  der  Reaktion 
auf  Kakodylate  und  Colchicin  bei  Leber-  und  Pankreasgeweben  vor 
und  nach  Einsetzen  des  zellulären  Wachstums  (vgl.  S.  297). 

Weismann  hatte  seinerzeit  als  typisches  Merkmal  des  Todes  der  höheren 
Tiere  das  Vorkommen  von  „Leichen“  bezeichnet,  und  da  man  damals 
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solche  Körper  bei  Protozoen  noch  nicht  kannte,  hatte  er  diesen  die  Möglich- 
keit eines  physiologischen  Todes  abgesprochen.  Nun  wissen  wir  aber  heute, 
daß  z.  B.  manche  Radiolarien  als  Individuen  in  typischer  Weise  ,, sterben“, 
indem  bei  der  Fortpflanzung  Restkörper  mit  mehreren  Kernen  als  ,, Leichen“ 
Zurückbleiben  (vgl.  die  Diskussion  dieser  Frage  bei  M.  Hartmann  1933). 
Ausgehend  von  diesen  Erwägungen  kann  mit  gewissen  Einschränkungen  ais 
Kriterium  für  die  Erscheinung  der  physiologischen  Zelldegeneration  bzw. 
des  physiologischen  Zelltodes  das  Auftreten  von  degenerierenden  bzw.  toten 
Zellkörpern  gelten,  die  als  Abschluß  einer  bestimmten  Gewebeentwicklung 
natürlicherweise  auftreten,  wie  etwa  beim  Follikelepithel  der  Läuse  und 
Federlinge  nach  Ablage  des  Eies  ein  degenerierender  Restkörper  zurück- 
bleibt, der  im  Verlauf  einiger  Stunden  in  mehr  oder  weniger  homogene 
Schollen  zerfällt,  die  hauptsächlich  aus  Thymonucleinsäure  bestehen.  Nicht 
immer  aber  brauchen  Zelltod  und  Gewebetod  derart  miteinander  verknüpft 
zu  sein:  So  sind  z.  B.  die  Matrixzellen  der  Haut  unbegrenzt  teilungsfähig, 
während  ihre  in  den  Verhornungsprozeß  eintretenden  Abkömmlinge  als  Ab- 
schluß ihrer  besonderen  progressiven  Entwicklung  natürlicherweise  ab- 
sterben.  Dieses  Beispiel  zeigt,  wie  die  Erscheinung  des  natürlichen  physio- 
logischen Todes  immer  nur  auf  einen  autonomen  Lebenszyklus  (bzw.  auf  eine 
individualisierte  Entwicklung)  bezogen  werden  kann,  sei  es,  daß  dieser  nun 
an  einem  Organismus,  einem  Organ,  einem  Gewebe  oder  auch  nur  einer 
einzelnen  Zelle  in  Erscheinung  trete.  Deswegen  ist  es  nicht  angängig,  wegen 
der  unbegrenzten  Züchtbarkeit  von  dauernd  teilungsfähigen  Zellen  in  der 
Kultur  Alterserscheinungen  bei  Zellen  grundsätzlich  zu  leugnen  oder  aus 
dieser  Erscheinung  gar  auf  eine  Unsterblichkeit  der  Gewebezellen  zu  schließen, 
wie  es  z.  B.  von  seiten  Carrels  und  anderer  Gewebezüchter  geschehen  ist. 
Ja,  durch  die  unbegrenzte  Züchtbarkeit  des  Carrelstammes  wird  m.  E.  noch 
nicht  einmal  die  potentielle  Unsterblichkeit  seiner  Zellen  erwiesen.  Dieser 
Vorstellung  liegt  von  vornherein  eine  unklare  Begriffsbildung  zugrunde,  da 
eine  notwendige  Voraussetzung  nicht  erfüllt  ist:  das  Vorhandensein  einer 
Individualentwicklung,  die  allein  in  einem  Tod  ihren  Abschluß  finden  könnte. 
Der  Beweis  einer  Individualentwicklung  ist  hier  aber  weder  für  die  Kulturen, 
die  von  Passage  zu  Passage  geteilt  werden,  noch  für  die  durch  Teilungen  aus- 
einanderhervorgehenden  Zellen  zu  erbringen.  Gegen  Carrels  Annahme  von 
der  Unsterblichkeit  der  Gewebekulturen  können  daher  dieselben  Einwände 
erhoben  werden,  die  Habtmann  gegen  Weismanns  Auffassung  von  der  Un- 
sterblichkeit der  Protozoengenerationen  geltend  gemacht  hat  (vgl.  Habtmann 
1926).  Erst  wenn  es  gelänge,  ein  Gewebe  mit  einem  autonomen  Lebens- 
rhythmus, bzw.  eine  Zelle  mit  einer  besonderen  Individualentwicklung 
durch  bestimmte  Bedingungen  über  die  Zeit  ihres  normalen  Lebensverlaufs 
hinaus  unbegrenzt  lebensfähig  zu  erhalten,  wäre  der  exakte  Beweis  einer 
potentiellen  Unsterblichkeit  der  Gewebezelle  erbracht. 

Aber  bisher  kennen  wir  eben  noch  nicht  die  inneren  Faktoren 
dieser  Lebensrhythmen  und  die  der  gesamten  Periodik  eines  Zell- 
stammes (vgl.  S.  296  u.  347  und  Abb.  60).  Doch  wäre  es  an  der  Zeit, 
den  Lebensablauf  bestimmter  Gewebetypen  in  vivo  und  in  vitro  ver- 
gleichend zu  untersuchen,  um  einer  entsprechenden  Faktorenanalvse 
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näher  zukommen.  Außer  diesen  „inneren  Bedingungen“  sind  aber 
nach  Versuchen  Carrels  sicherlich  auch  humorale  Faktoren  des 
Gesamtsystems  für  das  Altern  der  Zellen  maßgeblich.  Die  Be- 
ladung mit  Stoffwechselschlacken  und  Kondensationsprodukten 
mag  vielleicht  in  Abhängigkeit  von  jenen  Faktoren  und  zusammen 
mit  der  Protoplasmahysteresis  die  Degeneration  beschleunigen. 

2.  Zelltod,  Nekrose  und  Nekrobiose 

Altern  führt  als  irreversibler  Prozeß  zur  Degeneration  und  zum 
Zelltod.  Darüber  liegt  eine  reiche  beschreibende  Literatur  vor, 
besonders  in  der  pathologisch-anatomischen  Forschung,  auf  die  hier 
nicht  näher  eingegangen  werden  kann.  Viel  weniger  sind  dagegen 
die  physiologischen  und  histophysiologischen  Verände- 
rungen, die  mit  der  Zelldegeneration  und  dem  Zelltode 
eintreten,  berücksichtigt  worden.  So  fehlen  bisher  z.  B.  noch  ein- 
deutige Definitionen  für  die  Begriffe  Degeneration,  Zelltod  usw. 

Von  Virchow  (1871)  wurden  die  Begriffe  Nekrose  und 
Nekrobiose  eingeführt:  bei  der  Nekrobiose  verändern  die  Gewebe 
ihre  Form  während  des  Absterbens;  bei  der  Nekrose  bleibt  die  Form 
auch  nach  dem  Tode  erhalten,  die  Gewebe  erstarren  gleichsam.  In 
der  Folge  haben  sich  diese  Begriffe  etwas  gewandelt.  Als  Nekro- 
biose werden  typisch  degenerative  Veränderungen,  die  zum  Zelltode 
führen,  bezeichnet,  als  Nekrose  die  postvitalen  Veränderungen. 
Htjeck  (1937)  gibt  in  seiner  Pathologischen  Anatomie  dafür  ein 
anschauliches  morphologisches  Schema:  nekrotische  Gewebe  zeigen 
„Zustände  des  Zerfalls  oder  die  Auflösung  der  färbbaren  Substanz 
der  Kerne“,  „Kernwandhyperchromatose“,  „Pyknose“,  „Karyo- 
rhexis“,  „Karyolysis“  (vgl.  dazu  weiterhin  H.  Lams  1935/36).  Wenn 
dann  die  Kerne  verschwinden,  geht  die  Nekrobiose  in  Nekrose  über; 
denn  „kernlose  Gewebe  sind  tot“.  Danach  sind  sogar  „fast  alle 
roten  Blutkörperchen  im  strömenden  Blut  und  die  verhornten  Deck- 
zellen der  Epidermis  kernlos,  also  tot“.  Sicherlich  hat  eine  solche 
Definition  großen  diagnostischen  Wert,  vom  histophysiologischen 
Standpunkt  aus  ist  sie  jedoch  recht  unbefriedigend.  So  sind  ja 
z.  B.  die  roten  Blutkörperchen  ein  Hauptuntersuchungsobjekt  für 
Fragen  der  Permeabilität  und  des  Stoffwechsels  lebender  Zellen. 

Damit  erheben  sich  aber  zahlreiche  weitere  Schwierigkeiten.  Wir 
wissen,  daß  Atmung  und  fermentative  Prozesse  auch  in 
leblosen  Zellen  weiter  laufen,  also  als  Kriterien  des  Zelltodes  aus- 
scheiden,  pH  und  rH  sind  auch  keine  charakteristischen  und  spezifischen 
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Eigenschaften  lebender  Gewebe.  Reproduktionsfähigkeit,  Wachs- 
tum, Beweglichkeit  und  Reizbarkeit  fehlen  dagegen  vielfach  bei 
sicher  noch  lebenden  Systemen  vorübergehend  oder  dauernd.  Wir 
müssen  also  noch  nach  anderen  Möglichkeiten  suchen,  um  den  Zell- 
tod zu  erfassen,  da  sowohl  rein  morphologische  Kriterien  (verschie- 
dene Kernzustände,  Kernlosigkeit)  als  auch  rein  physiologische  Me- 
thoden (Bestimmung  des  Sauerstoffverbrauchs  usw.)  versagen.  Doch 
weist  neuerdings  H.  Drtjckrey  (1935)  darauf  hin,  daß  das  Absterben 
der  Gewebe  manometrisch  an  Organschnitten  zu  erfassen  ist  (vgl. 
S.  112).  Nach  P.  L.  Soijtermann  sind  morphologische  Veränderungen 
in  kultivierten  Herzfibroblasten  nach  Vergiftung  mit  Hilfe  der 
vitalen  Färbung  nicht  früher  wahrzunehmen,  ,,als  die  Unterdrückung 
des  Kohlehydratumsatzes  zutage  tritt“. 

Typische  Unterschiede  zwischen  toten  und  lebenden 
Geweben  konnten  jedoch  mehrfach  im  optischen  Verhalten 
nachgewiesen  werden.  Nach  P.  I.  Luyet  und  P.  M.  Gehenio  (1936) 
absorbieren  tote  Zellen  der  Zwiebelepidermis  sehr  viel  mehr  ultra- 
violettes Licht  (2749  Ä)  als  die  lebenden,  dabei  konnte  die  Vitalität 
an  diesem  Objekt  durch  die  reversible  Plasmolyse  leicht  kontrolliert 
werden.  Guxlliermond  (1932)  verfolgte  ebenfalls  bei  pflanzlichen 
Objekten  die  Koagulationserscheinungen  bei  absterbenden  Zellen 
im  Dunkelfeld.  Bei  tierischen  Geweben  dagegen  scheinen  ein- 
gehendere Untersuchungen  über  die  Veränderungen  des  optischen 
Verhaltens  beim  Absterben  der  Zellen  noch  auszustehen.  Sie  wären 
aber  sehr  wünschenswert  und  sind  wohl  auch  sehr  aussichtsreich, 
zumal  z.  B.  auch  die  auf  S.  47  besprochenen  Entmischungserschei- 
nungen sehr  deutlich  im  Dunkelfeld  zu  erkennen  sind  (nach  noch 
unveröffentlichten  Untersuchungen).  Bisher  haben  wohl  nur 
Strangeways  und  Canti  (1927)  vergleichend  bei  lebenden  und 
fixierten  Zellen  von  Gewebekulturen  die  morphologischen  Verände- 
rungen im  Dunkelfeld  verfolgt  und  dabei  natürlich  ein  Aufleuchten 
der  koagulierten  Strukturen  beobachten  können. 

Bis  zu  einem  gewissen  Grade  scheint  auch  die  Färbbarkeit 
verläßliche  Hinweise  auf  die  Vitalität  zu  geben.  So  färben 
sich  z.  B.  lebende  Zellen  nie  oder  nur  in  den  seltensten  Fällen  diffus 
mit  sauren  kolloiden  Farbstoffen,  während  die  abgestorbenen  Ge- 
webe sich  sehr  leicht  damit  anfärben.  Nach  E.  Strassmann  soll 
sich  bei  intra vitaler  Färbung  mit  solchen  Farbstoffen  ,,der  Prozeß 
der  Eidegeneration  . . . bereits  zu  einer  Zeit  feststellen  lassen,  wenn 
morphologisch  noch  keine  Veränderungen  nachweisbar  sind“  (vgl. 


2.  Zelltod,  Nekrose  und  Nekrobiose 


319 


weiterhin  u.  a.  G.  Wallbach  1931,  M.  Kagan  1927,  A.  Wassiljeff 
1925).  Basische  Farbstoffe  färben  normalerweise  vital  meist  be- 
stimmte Strukturen  stärker  an  bzw.  werden  von  diesen  gespeichert, 
während  sie  postvital  typische  „histologische  Strukturfärbungen“ 
liefern. 

Diese  verschiedene  Färbbarkeit  lebender  und  toter  Zellen  ist  schon 
früher  des  öfteren  beobachtet  und  sogar  für  eine  differentielle  Färbung 
diagnostisch  verwertet  worden.  So  glaubten  z.  B.  Rucizka  (1905) 
mit  Methylenblau  und  Neutralrot,  Becquerel  (1923)  mit  Methylen- 
blau, Neutralrot  und  Bismarckbraun  lebende  und  tote  Zellen  diffe- 
renziert färben  zu  können.  Es  mag  mit  Hilfe  dieser  Farbstoffe  tat- 
sächlich in  dem  einen  oder  anderen  Falle  glücken,  typische  färberische 
Unterschiede  hervorzurufen.  Aber  als  Kriterium  kann  diese  Färbung 
nicht  dienen,  denn  es  handelt  sich  eben  nur  um  typische  lipoid- 
lösliche Farbstoffe,  die  in  alle  lebenden  Zellen  eindringen  können 
und  vielleicht  auch  unter  verschiedenen  Ver Suchsbedingungen  in 
ungleichem  Maße  gespeichert  und  reduziert  werden.  Um  die  Färbung 
lebender  und  toter  Zellen  kontrastreicher  und  eindeutiger  zu  ge- 
stalten, schlug  B.  J.  Ltjyet  einen  anderen  Weg  ein:  Zunächst  wurde 
mit  einem  für  alle  lebenden  Zellen  permeablen  Farbstoff  angefärbt 
und  darauf  ein  Reagens  nachgeschickt,  das  nur  in  tote  Zellen  ein- 
zudringen vermag,  und  daher  auch  nur  in  solchen  eine  Farbänderung 
hervorruft.  Als  Farbstoff  diente  bei  pflanzlichen  Objekten  (Zwiebel- 
epidermis)  Neutralrot,  als  Reagens  Kalilauge.  Bei  vorsichtiger  und 
kurzer  Behandlung  mit  der  Lauge  heben  sich  alle  toten  Zellen  deut- 
lich gelb  von  den  vitalen  rotgefärbten  Zellen  ab.  Es  ist  klar,  daß  eine 
solche  wohl  fundierte  Ausnutzung  der  verschiedenen  Permeabilitäts- 
verhältnisse lebender  und  toter  Zellen  außerordentlich  viel  zuver- 
lässigere Diagnosen  zuläßt,  als  die  frühere,  recht  vage  Methode  von 
Rucizka. 

Die  schon  früher  von  von  Möllendorff,  neuerdings  von  H.  Lams 
(1935,  1936)  vertretene  Auffassung,  wonach  sich  grundsätzlich  nur  totes  para- 
plasmatisches  Material  vital  anfärben  soll,  wurde  schon  in  anderem  Zusammen- 
hänge (S.  218)  widerlegt,  denn  es  erscheint  unmöglich,  die  doch  vital  färb- 
baren Kernstrukturen,  Mitochondrien  u.  a.  dem  Paraplasma  zuzurechnen. 

Hinsichtlich  der  Färbbarkeit  absterbender  Zellen  läßt  sich  nun 
meistens  feststellen,  daß  wir  entweder  den  einen  oder  den  anderen 
Zustand  vor  uns  haben,  also  entweder  vitale  oder  histologische 
bzw.  postvitale  Färbung.  Dagegen  sind  typische  Ubergangs- 
stadien, also  sozusagen  eine  nekrobiotische  Färbung  selten  bzw. 
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solche  Färbungsergebnisse  gehen  sehr  rasch  in  die  histologische 
Färbung  über ; oder  die  Zelle  erholt  sich  unter  günstigen  Bedingungen, 
worauf  wieder  typische  Vitalfärbung  eintritt.  Daraus  ist  zu  schließen, 
daß  es  wirklich  einen  Zelltod,  d.  h.  irreversible  Zustandsänderungen 
der  Zellkolloide  gibt,  die  zwar  morphologisch  nicht  ohne  weiteres 
in  Erscheinung  zu  treten  brauchen,  sich  aber  im  Verhalten  gegen- 
über Farbstoffen  geltend  machen  können. 

Die  reversiblen  ,, Zwischenstadien“  zwischen  der  vitalen,  streng 
lokalisierten  Farbstoff  Speicherung  und  postvitaler  Adsorption  des 
Farbstoffs  durch  alle  geeigneten  histologischen  Strukturen  sind  nun 
häufig  dadurch  gekennzeichnet,  daß  gleichzeitig  die  Kernstrukturen 
optisch  ohne  weiteres  sichtbar  sind  und  mithin  „reversibel  ent- 
mischt“ sein  müssen  (vgl.  S.  318).  Greifen  diese  Entmischungsvor- 
gänge auf  das  Hyaloplasma  über,  so  wird  der  Prozeß  meist  irrever- 
sibel, die  Zelle  stirbt  ab.  Dabei  scheint  es  gleichgültig  zu  sein,  ob 
es  sich  um  Zellen  mit  pyknotischen  und  karyorhektischen  Kernen 
oder  um  solche  mit  morphologisch  normal  erscheinenden  Kernen 
oder  um  Zellen  in  mitotischer  Teilung  handelt.  Die  Zelle  lebt  also, 
solange  sie  nicht  insgesamt  Veränderungen  ihres  kolloiden  Zu- 
standes erlitten  hat,  was  ohne  weiteres  aus  dem  verschiedenartigen 
Adsorptionsvermögen  für  Farbstoffe  hervorgeht. 

Demnach  ist  also  vorläufig  so  zu  definieren:  Als  Nekrobiose 
sind  die  degenerativen  Veränderungen  von  Zellen  zu  be- 
zeichnen, solange  der  besondere  kolloide  Zustand  des  leben- 
den Systems  dabei  ganz  oder  teilweise  gewahrt  bleibt. 
Unter  Nekrose  sind  dagegen  die  durch  äußere  oder  innere  Bedingungen 
hervorgerufenen  Veränderungen  des  Systems  nach  irrever- 
siblen kolloiden  Zustandsänderungen  zu  verstehen.  Daher 
werden  Kernzerschnürungen,  Kernwandhyperchromatose,  Pyknose, 
Karyorhexis  usw.  meistens  wohl  tatsächlich  ein  Anzeichen  für  Nekro- 
biose, lytische  Veränderungen  des  ganzen  Kernes  oder  des  gesamten 
Plasmaleibes  wahrscheinlich  meist  ein  Anzeichen  für  Nekrose  sein. 

3.  Über  das  Wesen  des  Zelltodes 

Worauf  beruhen  nun  aber  die  eigenartigen  Erscheinungen,  die  mit 
dem  Zelltod  verbunden  sind  bzw.  ihn  verursachen,  die  hier  kurz  als 
kolloide  Zustandsänderungen  bezeichnet  wurden,  und  die  sich  vor 
allem  vitalfärberisch  erfassen  lassen  ? 

Nach  Lepeschkin'  (1937)  sind  diese  Veränderungen  darauf  zurück- 
zuführen, daß  „bei  der  Beschädigung  und  besonders  beim  Absterben 
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der  Zellen  . . . dieser  Lipoid-Eiweißkomplex  teilweise  bzw.  weit- 
gehend zersetzt“  wird.  Lepeschkin  nimmt  an,  daß  ,, Eiweißkörper“ 
der  lebenden  Materie  mit  Lecithin  oder  anderen  Lipoiden  zu  einem 
Komplex  verbunden  sind,  der  sich  färberisch  weder  wie  Eiweißkörper 
noch  wie  Lipoide  verhält.  Er  bezeichnet  diese  Komplexe,  auf  deren 
Eigenart  also  fundamentale  Eigenschaften  der  lebenden  Substanz 
beruhen  müssen,  als  Vit  aide.  Den  Zerfall  der  Vitaide  beim  Ab- 
sterben der  Zellen  glaubt  Lepeschkin  nun  vor  allem  durch  das  Frei- 
werden von  Wärme  bei  Beschädigung  bzw.  beim  Absterben  (sog. 
Beschädigungs-  bzw.  Todeswärme)  oder  durch  das  Auftreten  von 
ultravioletten  Strahlen  (,,nekrobiotischen  Strahlen“)  nachweisen  zu 
können. 

Das  Freiwerden  strahlender  Energien  wurde  durch  Silberbromid  bzw. 
Silbernitrat  in  Aufschwemmungen  von  Hefen,  Bakterien,  Elodea und 
Blütenblättern  oder  roten  Blutkörperchen  nachgewiesen.  Bei  Aussetzen  an 
zerstreutes  Tageslicht  bzw.  Entwicklung  der  Silberbromidsuspension  wurde 
eine  stärkere  Schwärzung  festgestellt,  wenn  das  Silbersalz  einer  Auf- 
schwemmung lebender  Zellen  — gegebenenfalls  mit  einem  Gift  zum  Ab- 
töten — zugesetzt  wurde,  als  wenn  die  Zellen  schon  vorher  abgetötet  worden 
waren.  Die  nekrobiotischen  „Strahlen“  gingen  durch  Quarz,  aber  nicht  durch 
Glas  hindurch,  „ihre  Hauptmenge  wurde  auch  durch  Gelatine  der  gewöhn- 
lichen photographischen  Platten  zurückgehalten  . . „Dieses  Verhalten  der 
Strahlen  zeigte,  daß  ihr  Hauptteil  eine  Wellenlänge  zwischen  180  m/i  und 
230  mju  hat.“ 

Demgegenüber  glaubt  Ries  (1937)  auch  ohne  Annahme  einer  so 
weitgehenden  Theorie  wie  der  Vitaidtheorie  von  Lepeschkin  die 
beim  Zelltod  in  Erscheinung  tretenden  färberischen  Veränderungen 
physikalisch-chemisch  erklären  zu  können.  Im  Ungeschädigten  Zu- 
stande sind  die  Ge  webskolloide  stark  hydratisiert,  und  Farbstoff - 
adsorption  findet  jedenfalls  in  stärkerem  Ausmaße  hauptsächlich 
nur  in  Komplexkoazervatsystemen  statt.  Diese  stehen  aber  schon 
gleichsam  auf  einem  Stadium,  das  in  besonderem  Maße  zur  Ent- 
mischung und  Desolvatation  neigt.  In  der  absterbenden  Zelle  setzen 
aber  auch  optisch  leicht  nachweisbare  Entmischungserscheinungen 
ein,  die  schließlich  vielfach  zu  einer  irreversiblen  Fällung  von  Struk- 
turen führen,  die  ungehindert  Farbstoff  zu  adsorbieren  vermögen. 
Wahrscheinlich  sind  nun  die  adsorbierenden  Oberflächen  der  Ge  webs- 
kolloide im  völlig  gesunden  Zustand  infolge  des  Dipolmomentes  des 
Hydratationswassers  abgesättigt  und  besetzt.  Wird  aber  der  Solvat- 
mantel  ganz  oder  teilweise  vernichtet,  so  muß  die  Ladung  in  Er- 
scheinung treten.  Außerdem  kann  dabei  vielleicht  eine  Reaktions- 
ünderung der  Kolloide  erfolgen,  denn  wir  wissen  ja  nicht,  ob  nicht 
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die  Kolloidteilchen  mit  ihren  großen  Molekülen  und  Molekülver- 
bänden miteinander  reagieren,  etwa  nach  Art  einer  „inneren  Salz- 
bildung“; zudem  handelt  es  sich  hier  ja  bekanntlich  um  amphotere 
Substanzen.  Jedenfalls  erscheint  so  ohne  weiteres  verständlich, 
warum  sich  lebende  Systeme  meist  nur  relativ  schwach  diffus  an- 
färben  lassen,  während  tote  in  viel  stärkerem  Maße  Farbstoffe  je 
nach  den  Umladungsbereichen  ihrer  Gewebseiweiße  adsorbieren.  Die 
Annahme  einer  besonderen,  in  bezug  auf  die  vitale  Färbung  weder 
wie  Eiweiß  noch  wie  Lipoid  reagierenden  Komplexverbindung  von 
Eiweißen  und  Lipoiden  ist  also  nicht  nötig.  Damit  ist  aber  auch 
die  Vorstellung  eines  gleichsam  „besonderen  Moleküls  der  lebenden 
Substanz“  zur  Erklärung  der  färberischen  Umstimmung  überflüssig. 
Damit  soll  andererseits  aber  nicht  geleugnet  werden,  daß  Eiweiße  und 
Lipoide  als  hauptsächliche  „Biokolloide“  vielfach  komplexe  Bindungen 
eingehen  können.  Die  Vitaidtheorie  erscheint  weiterhin  ja  auch  für 
die  relativ  lipoidarmen  Kernstrukturen,  welche  diese  färberischen  Er- 
scheinungen am  deutlichsten  zeigen,  von  vornherein  unwahrscheinlich. 

Auch  die  auffällige  Permeabilitätszunahme,  die  mit  dem 
Zelltode  einsetzt,  wird  wahrscheinlich  mit  einer  solchen  Entmischung 
und  „Desorientierung“  der  die  Phasengrenze  gegen  die  Außenwelt 
bildenden  Kolloide  erklärlich.  Dabei  ist  es  gleichgültig,  ob  wir  die 
Permeabilität  auf  Grund  der  modifizierten  Lipoidtheorie  oder  auf 
Grund  der  Ultrafiltertheorie  bzw.  einer  kombinierten  Lipoid-Ultra- 
filtertheorie  zu  begreifen  versuchen. 

Wieweit  dagegen  auch  die  eigenartige  und  noch  völlig  rätselhafte 
Immunität  der  lebenden  Substanz  gegen  innere  und 
äußere  Fermente  im  Gegensatz  zu  dem  Verhalten  toter  Histo- 
systeme  auf  Grund  solcher  oder  ähnlicher  Gedankengänge  zu  klären 
sein  wird,  läßt  sich  noch  nicht  übersehen.  Die  Entscheidung  darüber 
muß  weiteren  Versuchsreihen  Vorbehalten  bleiben. 

Auf  jeden  Fall  kann  die  Immunität  gegen  Fermente  nicht  mit  der  An- 
nahme von  „Antistoffen“,  „Antifermenten  oder  Schutzstoffen“  in  der 
lebenden  Zelle  erklärt  werden,  denn  solche  Stoffe  müßten  sich  entweder 
nach  dem  Tode  des  produzierenden  Zellsystems  unverändert  aus  wirken,  oder 
man  müßte  auch  ihnen  schon  notgedrungen  eine  dem  Zelleben  parallel 
gehende  Lebendigkeit  und  einen  Zerfall  mit  dem  Zelltode  zuschreiben.  — 
Weiterhin  ist  es  unmöglich,  die  Immunität  durch  die  Impermeabilität  der 
lebenden  Zelle  zu  erklären:  auch  die  endogenen  Fermente  wirken  ja  erst  nach 
dem  Zelltode  lytisch  auf  die  Zellstrukturen  ein,  wie  Autolyseversuche  ergeben. 
Dagegen  erscheint  es  vorläufig  durchaus  vorstellbar,  daß  Ferment  und  Sub- 
strat im  lebenden  Zellsystem  so  lange  „getrennt“  bleiben,  als  der  besondere 
^lebendige“  Zustand  der  Biokolloide  aufrechterhalten  bleibt. 
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Von  besonderer  Bedeutung  ist  endlich  auch  die  Frage  nach  dem 
kleinsten  für  sich  allein  lebensfähigen  Histosystem  (vgl.  auch  S.  303) 
und  damit  nach  der  Möglichkeit  etwa  eines  elektiven  Kern-  oder 
Mitochondrientodes.  Von  vielen  Autoren  wird  zwar  meist  ohne 
weiteres  vorausgesetzt,  daß  z.  B.  der  Kern  als  einziges  Organell 
einer  im  übrigen  lebendig  bleibenden  Zelle  absterben  könnte.  So 
behandelt  Lepeschkin  die  Begriffe  ,, Protoplasmatod“,  „Kerntod“ 
wie  eine  Selbstverständlichkeit,  die  sich  aus  dem  ungleich  schnellen 
Absterben  der  Zellorgane  ergibt.  Tatsächlich  scheint  ja  u.  a.  die 
elektive  Ausschaltung  des  Chromatins  bestrahlter  Spermien,  wobei 
die  Befruchtungsfähigkeit  erhalten  bleibt  (Merospermie),  in  den  Ver- 
suchen von  G.  und  P.  Hertwig  u.  a.  dafür  zu  sprechen.  Hier  wurde 
wohl  tatsächlich  ausschließlich  der  Spermakern  „getötet“,  während 
das  Centriol  „lebendig“  bheb.  Aber  andererseits  darf  aus  der  In- 
aktivität wohl  noch  nicht  auf  „Tod“  geschlossen  werden.  Überdies 
hegen  bei  den  Keimzellen  sicher  besondere  Verhältnisse  vor.  Aber 
auch  wenn  der  Kern  in  der  überlebenden  Zelle  zugrunde  geht  und 
mehr  oder  minder  resorbiert  wird,  ist  der  Zeitpunkt  des  Kerntodes 
schwer  zu  definieren.  Hier  ergeben  sich  ähnliche  Schwierigkeiten 
wie  bei  der  Erörterung  der  Frage  einer  besonderen  „lebendigen  Sub- 
stanz“ (s.  S.  219).  Wiederum  erscheint  es  mißlich,  Eigenschaften  des 
komplexen  Systems  ohne  weiteres  auf  seine  einfachen  Teile  zu  über- 
tragen. Noch  schwieriger  zu  entscheiden  ist  die  Frage  einer  elektiven 
Ausschaltung  der  Mitochondrien  durch  ihre  besondere  Abtötung. 
Mehrfach  ist  auf  diese  Möglichkeit  hingewiesen  worden.  So  meint 
z.  B.  G.  C.  Hirsch  die  Mitochondrien  der  Pankreaszelle  durch 
Köntgenbestrahlung  ausschalten  zu  können,  worauf  aus  dem  peri- 
pheren Plasma  ein  Satz  neuer  Mitochondrien  entstehen  soll.  Bisher 
aber  scheint  wohl  kein  solcher  Fall  genügend  gesichert,  und  diese 
Frage  muß  daher  hier  offen  bleiben.  Zweifellos  können  andererseits 
aber  Teile  des  Protoplasmas  bzw.  auch  Zellorganelle  zugrunde  gehen. 
Sie  werden  von  dem  gesunden,  übrigbleibenden  Plasma  resorbiert 
oder  abgestoßen.  Das  instruktivste,  mir  bekannte’  Beispiel  dafür 
bietet  wohl  Amoeba  proteus , bei  der  vor  allem  nach  eng  loka- 
lisertem,  sehr  starkem  und  kurzem  Angebot  basischer  Vitalfarb- 
stoffe die  Ektoplasmazone,  die  zuviel  Farbstoff  adsorbiert  hatte, 
„schrumpelt“,  ein  gezogen  und  im  Innern  wie  eine  Nahrungsvakuole 
verdaut  wird. 
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Kapitel  XII 

Gewebekultur 

1.  Entwicklung  und  Aufgaben 

Die  Gewebezüchtung  ist  eine  aus  der  Entwicklungsmechanik 
hervorgegangene  Methode,  welche  gestattet,  die  Lebenserscheinungen 
der  Zellen  außerhalb  des  Organismus  und  unabhängig  von  seinen 
verschiedenartigen  Einflüssen  zu  studieren.  Begründet  wurde  sie 
von  R.  Harrison  (1907),  der  Gewebe  von  Froschembryonen  in  ge- 
ronnener homogener  Lymphe  explantierte  und  dabei  Auswachsen 
und  Regeneration  von  Nervenfasern  beobachtete.  Es  ist  das  Ver- 
dienst von  A.  Carrel  und  M.  Burrows  (1910/11),  die  Bedeutung  dieser 
Methode  erkannt  und  sie  zu  einer  Technik  entwickelt  zu  haben, 
welche  qualitative  und  quantitative  Experimente  zu  verschiedenen 
Fragen  der  Zellbiologie  ermöglichte. 

Die  besondere  Aufgabe  der  Gewebekultur  ist  die  Erforschung  der 
spezifischen  Eigenschaften  verschiedener  Zelltypen.  Im  Rahmen 
entwicklungsphysiologischer  Problemstellungen  vermag  sie  Fragen 
nach  der  Determination  und  Differenzierung  isolierter  embryonaler 
Gewebe  und  Zellen  zu  entscheiden.  Histophysiologisch  können 
durch  sie  Funktionsperioden  von  Zellen  erfaßt,  Stoffwechselvorgänge 
gemessen  und  physikalisch-chemische  Bedingungen  des  Zellebens  ge- 
klärt werden.  Im  besonderen  ermöglicht  sie  eine  quantitative  Ana- 
lyse der  Wachstumserscheinungen  von  Geweben  und  Zellen.  Wichtig 
ist  sie  auch  für  die  Untersuchung  von  Immunitätserscheinungen  und 
unentbehrlich  für  die  neuere  Virusforschung.  Der  Pathologie  liefert 
sie  wertvolle  Beiträge  zur  Kenntnis  der  Tumoren.  Von  Bedeutung 
war  sie  auch  für  die  Vorstellungen  von  der  Histogenese  der  Blut- 
zellen, und  wie  es  scheint,  eröffnet  sie  auch  der  Radiologie,  der  Vita- 
min- und  Hormonforschung  neue  Wege.  Schließlich  bietet  sie  der 
deskriptiven  Cytologie  eine  ausgezeichnete  Möglichkeit  des  Studiums 
der  lebenden  Zelle,  wenngleich  die  hier  vorliegenden  Probleme 
größtenteils  auch  wohl  auf  andere  Weise  und  vielfach  mit  einem 
geringeren  technischen  Aufwand  zu  lösen  sind. 

Über  die  Technik  Und  die  Ergebnisse  der  Gewebezüchtung  kann  hier  das 
Wesentlichste  nur  kurz  angedeutet  werden.  Wegen  der  Einzelheiten  sei  auf 
die  Handbücher  der  Gewebezüchtung  von  A.  Fischer  (1930)  und  G.  Levi 
(1934)  verwiesen,  sowie  auf  die  beiden  Grundrisse  von  B.  Ephrussi  (1932)  und 
J.  Verne  (1937). 
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Voraussetzung  einer  Gewebekultur  ist  ein  adaequates  Medium,  ein  Ge- 
webe, dessen  Zellen  noch  teilungsfähig  sind,  und  strengste  Asepsis  bei  der 
Entnahme  des  Explantates,  der  Behandlung  der  Kulturen  und  der  Zuberei- 
tung der  Medien.  Da  sich  im  Medium  die  für  die  Kulturen  lebensnotwendigen 
Stoffe  erschöpfen  und  statt  dessen  schädliche  Stoffwechselprodukte  ansammeln , 
ist  es  nötig,  die  Kulturen  regelmäßig  in  frisches  Medium ,, umzusetzen“.  Dieser 
Vorgang  wird  in  der  gewebezüchterischen  Literatur  als  ,, Passage“  bezeichnet 
und  vielfach  das  Alter  der  Kulturen  durch  die  Zahl  der  Passagen  angegeben. 

Im  allgemeinen  dient  als  Medium  ein  Gemisch  aus  Blutplasma  und 
einem  aus  Embryonen  oder  bestimmten  Organen,  z.  B.  der  Milz,  gewonnenen 
Gewebepreßsaft.  Am  häufigsten  verwendet  man  Hühnerplasma,  da  es  nicht 
so  leicht  gerinnt  wie  Säugerplasma.  Auch  Hühnerembryonalextrakt  ist 
jederzeit  ohne  weiteres  in  beliebiger  Menge  herzustellen,  da  man  die  Em- 
bryonen regelmäßig  in  Eierbrutmaschinen  sich  entwickeln  lassen  kann. 
Infolgedessen  wurden  die  gewebezüchterischen  Untersuchungen  vorwiegend 
an  Hühnerge weben  durchgeführt. 

Hühnerplasma  wird  aus  der  Carotis,  der  Elügelvene,  oder  der  Jugularis 
meist  mittels  einer  besonderen  von  Carrel  konstruierten  Aderlaßkanüle 
gewonnen  und  in  eisgekühlten  paraffinierten  Röhrchen  aufgefangen  und  zentri- 
fugiert. Das  klare  Plasma  wird  abpipettiert  und  kann  nach  J.  Zweibaum  (1936) 
bis  zu  8 Wochen  im  Eisschrank  aufgehoben  werden;  älteres  Plasma  gewinnt 
toxische  Eigenschaften. 

Extrakt  stellt  man  meist  aus  7 — 8 tägigen  Embryonen  her,  die  fein  zer- 
schnitten oder  durch  eine  von  A.  Fischer  konstruierte  Presse  gequetscht 
werden.  Der  Gewebebrei  wird  ebenfalls  zentrifugiert  und  im  allgemeinen 
mit  Tyrodelösung  verdünnt.  Nach  neueren  Untersuchungen  von  O.  Eowler 
(1937)  hat  jedoch  Extrakt  von  10 — lltägigen  Embryonen  eine  noch  stärkere 
wachstumsfördernde  Wirkung,  was  vielleicht  mit  der  gleichzeitig  beginnenden 
Ausschüttung  von  Kolloid  in  der  Thyreoidea  Zusammenhängen  soll.  Im 
Gegensatz  zum  Plasma  ist  der  Embryonalextrakt  nur  etwa  8 Tage  lang  halt- 
bar, da  seine  wachstumsfördernden  Bestandteile  sehr  bald  inaktiviert  werden. 

Beim  Ansetzen  von  Kulturen  wird  das  steril  entnommene  Gewebe  mit 
chirurgischen  Starmessern  in  Ringerlösung  in  kleine  Stückchen  von  etwa 
1 mm  Seitenlänge  zerschnitten,  die  dann  einzeln  oder  zu  mehreren  in  das 
Kulturmedium  gebracht  werden.  Man  züchtet  entweder  im  hängenden 
Tröpfen  auf  hohlgeschliffenen  Objektträgern  (Deckglasmethode),  wobei 
statt  Deckgläser  aus  praktischen  Gründen  meist  Glimmerplättchen  verwandt 
werden  oder  in  besonders  konstruierten  Flaschen.  In  diesen  wird  das  Plasma 
im  allgemeinen  durch  eine  flüssige  Phase  (Tyrodelösung)  überschichtet.  Die 
Flaschenmethode  bietet  den  Vorteil,  daß  die  Kulturen  nicht  so  oft  um- 
gesetzt zu  werden  brauchen,  da  größere  Mengen  von  Medium  verwandt 
werden  können;  außerdem  kann  die  flüssige  Phase  alle  2 — 3 Tage  gewechselt 
werden,  wodurch  den  Kulturen  neue  Nährstoffe  zugeführt  und  zugleich  die 
Stoffwechselprodukte  z.  T.  entfernt  werden.  Die  Flaschenmethode  ist  be- 
sonders für  physiologische  Zwecke  geeignet,  da  die  Flaschen  gegebenenfalls 
so  konstruiert  werden  können,  daß  es  möglich  ist,  Kulturen  in  verschiedenen 
Gasgemischen  zu  züchten  oder  quantitativ  Stoffwechselprodukte  aufzufangen. 
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Erwähnt  sei  hier  noch  die  Methode  von  A.  Maximow:  dabei  werden 
die  Kulturen  an  einem  besonderen  kleinen  Glimmer  angesetzt,  der  mittels 
einer  sterilen  Flüssigkeit  auf  dem  größeren  Glimmer,  der  die  Höhlung  des 
Objektträgers  bedeckt,  aufgeklebt  werden  kann.  Die  Kulturen  brauchen 
dann  beim  Umsetzen  nicht  aus  dem  Medium  üerausgeschnitten  zu  werden, 
sondern  sie  werden  mit  dem  kleinen  Glimmer  etwa  alle  2 — 3 Tage  in  Ringer- 
lösung gewaschen  und  man  ,, füttert“  sie  darauf  durch  Zugabe  von  etwas 
frischem  Medium.  Dieses  Verfahren  ist  neuerdings  auch  für  Flaschenkulturen 
ausgearbeitet  worden  ( J.  Thomas  1937),  die  Kulturen  werden  dabei  in  einem 
kleinen  durchlöcherten  Schifichen,  das  in  Carreiflaschen  eingesetzt  werden 
kann,  gezüchtet.  Diese  Methode  ist  besonders  geeignet,  wenn  es  sich  darum 
handelt,  langsam  wachsende  Kulturen  lange  Zeit  zu  beobachten  und  be- 
sonders Difierenzierungserscheinungen  zu  verfolgen.  Vielfach  empfiehlt 
sich  dabei  gleichzeitig  die  Anwendung  des  von  Fischer  und  Parker  (1929) 
ausgearbeiteten  Züchtungsverfahrens  ohne  wachstumsfördernde 
Substanzen.  Es  wurde  von  A.  Fischer  und  R. Parker  als  ,, Methode 
des  latenten  Lebens“  bezeichnet,  mit  Recht  weist  aber  W.  Bloom  (1937)  darauf 
hin,  daß  dieser  Ausdruck  sehr  unglücklich  gewählt  ist,  da  die  Zellen  solcher 
Kulturen  sich  teilen  und  Differenzierungsprodukte  bilden.  Jedenfalls  liegt 
hier  keineswegs  ein  solcher  Zustand  latenten  Lebens  vor,  wie  etwa  bei  en- 
cystierten  Protisten  oder  bei  Tardigraden  usw. 

Vor  14  Jahren  schon  hat  S.  de  Haan  eine  Durchströmungsmethode  für 
Gewebekulturen  ausgearbeitet  und  praktisch  angewendet  (Durchströmungs- 
flüssigkeit: Ringerlösung,  die  zuvor  einem  Kaninchen  in  die  Bauchhöhle 
injiziert  und  dann  steril  wieder  entnommen  wurde). 

Neuerdings  haben  nun  Carrel  und  Lindbergh  eine  Methode  angegeben, 
um  mittels  eines  komplizierteren  Durchströmungs Verfahrens  ganze  Organe 
längere  Zeit  in  vitro  lebend  zu  erhalten.  Diese  Technik  dürfte  jedoch  auch 
bei  weiterer  Vervollkommnung  vorwiegend  zur  Klärung  organphysiologischer 
Fragen  geeignet  sein. 

Warmblüterkulturen  werden  im  Brutschrank  bei  37 — 38°,  solche  von  Kalt- 
blütlern und  Wirbellosen  meist  bei  Zimmertemperatur  gezüchtet. 


3.  Allgemeine  Bemerkungen  über  das  Verhalten  der  Gewebe 

in  vitro 

Nach  einiger  Zeit,  die  man  als  „Latenzzeit“  bezeichnet,  und  die 
um  so  länger  dauert,  je  älter  das  Tier  war,  aus  dem  das  Gewebe 
stammt  (Goldschmidt  und  B.  Doljanski  1937),  beginnen  aus  dem 
Explantat  Zellen  auszuwandern  und  sich  zu  teilen.  Dadurch  ent- 
steht nach  1 — 2 Tagen  um  das  ausgepflanzte  „Mutterstück“  eine 
„Wachstumszone“  neugebildeten  Gewebes  (Abb.  61).  Nach 
einigen  Tagen,  die  Zeit  wechselt  bei  den  verschiedenen  Geweben, 
erreichen  die  Kulturen  eine  bestimmte  Größe,  über  die  sie  auch, 
wenn  sie  nach  besonderen  Verfahren  ohne  Umsetzen  weiterkultiviert 
werden,  kaum  noch  hinauswachsen  (vgl.  S.  337). 
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In  der  Wachstumszone  findet  man  im  allgemeinen  keine  organ- 
typischen Strukturen,  die  Zellen  verlieren  auch  manche  ihrer  spezifi- 
schen Differenzierungen  und  Eigenschaften,  die  sie  im  Organ  aufweisen, 
z.  B.  die  Polarisierung.  Sie  wachsen,  wie  man  sagt,  „cytotypisch“ 
oder  vielmehr  „histiotypisch“,  da  nach  der  Wachstumsart  Epithel 
und  Bindegewebszellen  noch  immer  zu  unterscheiden  sind.  Epithel- 


Abb.  61.  Hühnchenpankreas  in  der  Gewebekultur  (10.  Passage),  vitalgefärbt 
mit  Toluidinblau.  Zwei  ,, Epithelzungen“  heben  sich  deutlich  durch  ihre 
andere  Wachstumsart  und  durch  ihre  stärkere  Anfärbung  von  den  „gras- 
artig sprießenden“  Bindegewebszellen  ab.  Die  vitale  Färbung  tritt  regel- 
mäßig in  den  Epithelzellen  schneller  und  stärker  als  in  den  Fibroblasten 
ein,  bzw.  bei  bestimmter  Dosierung  bekommt  man  nur  eine  Anfärbung  der 
Epithelzellen.  — Nach  Fischer  und  Ries  (1936). 


zellen  wachsen  in  zusammenhängenden  Membranen,  das  Binde- 
gewebein lockeren  Zellsträngen  (Abb.  61, 62).  Wenngleich  A.  Fischer 
(1932)  meint,  „Epithelzellen  und  Bindegewebszellen  sind  wir  in  vitro 
nur  imstande  durch  die  Wuchsform  zu  unterscheiden“,  so  gibt  eine 
genauere  cytomorphologische  Analyse  bei  den  einzelnen  Zelltypen 
doch  verschiedene  Anhaltspunkte,  um  Epithel-  und  Bindegewebs- 
zellen als  solche  zu  erkennen;  weiterhin  ist  auch  — - jedenfalls  bei 
Pankreaskulturen  — die  vitale  Farbstoffspeicherung  im  Epithel 
intensiver  und  geht  rascher  vor  sich  als  im  Bindegewebe  (I.  Fischer 
und  Kies  1936). 
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Für  viele  Zwecke  ist  es  wichtig,  mit  „Reinkulturen“  zu  ar- 
beiten, besonders  bei  physiologischen  Untersuchungen.  Um  solche 
Reinkulturen  zu  erhalten,  kann  man  nicht  ähnlich  wie  in  der  Bak- 


Progr. 

/ 


/ 

Progr. 


Abb.  62.  Verschiedene  Wachstumsart  und  Morphologie  von  Epithel-  und 
Bindegewebszellen  in  vitro.  Totalpräparate.  — a)  und  b)  Epithelmembran  aus 
1.  Passage;  a)  Nach  dem  lebenden  Präparat;  b)  Nach  Champy  fixiert  und 
8 Tage  nachosmiert.  Ein  Golgiapparat  fehlt  (vgl.  mit  Abb.  70),  starke  Ver- 
fettung. Proenzymgranula  (Progr.)  werden  noch  passiv  mitgeschleppt. 

teriologie  nur  von  einer  einzigen  Zelle  ausgehen.  Es  hat  sich  nämlich 
gezeigt,  daß  Explan  täte  von  sehr  wenigen  Zellen  in  vitro  zugrunde 
gehen  (A.  Fischer  1930,  0.  Olivo  1930);  nur  bei  bösartigen  Zellen 
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scheint  auch  eine  einzelne  lebens-  und  vermehrungsfähig  zu  sein. 
Man  hat  daher  verschiedene  Verfahren  ausgearbeitet,  die  teils  das 
Wachstum  des  Epithels,  teils  das  des  Bindegewebes  begünstigen 
(vgl.  S.  301).  Nach  A.  Eischer  wächst  Epithel  z.  B.  besser  an  der 
Oberfläche  des  Plasmakoagulums  als  im  Innern.  Im  Laufe  von 
einigen  Passagen  gelingt  es  auch  leicht,  die  Kulturen  von  den  lockeren 


Abb.  62.  c)  Fibroblasten  aus  10.  Passage:  geringere  Verfettung,  typisch 
netziger  Golgiapparat,  dem  Kern  anliegend.  Die  Zellen  stehen  untereinander 
nur  mit  Plasmabrücken  in  Verbindung  und  bilden  keine  lückenloseiAVer- 
bände.  — Nach  Fischer  und  Ries  (1936). 

> 

Elementen  des  Bindegewebes,  den  sog.  Wanderzellen  (Makrophagen, 
Monocyten  usw.),  zu  reinigen. 

Es  sind  nun  keineswegs  alle  Gewebe  ohne  weiteres  in  vitro  züchtbar. 
Das  klassische  Objekt  der  Gewebezüchtung  ist  das  embryonale 
Hühnerherz  (vom  7.  bis  9.  Tage  etwa),  aus  dem  auch  der  berühmte, 
nun  26  jährige  Carrelstamm  entnommen  wurde.  Doch  besteht  über 
die  Natur  seiner  Zellen  bisher  weder  bei  den  Gewebezüchtern  noch 
bei  den  Histologen  eine  einheitliche  Auffassung.  Nach  A.  Carrel  und 
A.  EßELING-  (1926)  und  A.  Fischer  (1930)  handelt  es  sich  um  Fibro- 
blasten, um  Fibroblasten  und  Endothelzellen  nach  W.  Lewis  (1926), 
M.  Nishibe  (1929) ; um  entdiflerenzierte  Myoblasten  und  Endocard- 
zellen  nach  0.  Olivo  (1927)  und  G.  Levi  (1934).  — Vielfach  wurden 
auch  Osteoblasten  (A.  Fischer  u.  a.)  und  haemopoietische  Gewebe 
(Lymphocyten  u.  a.  Blutzellen)  gezüchtet  (A.  Fischer,  Maximow, 
Mutermilch,  Chlopin).  Von  Epithelien  wurden  von  den  verschie- 
densten Autoren  vor  allem  Haut,  Iris,  Pankreas,  Niere,  Leber,  Lunge 
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und  Thyreoidea  gezüchtet.  Nervengewebe  wurden  vor  allem  von 
Harrison,  Burrows,  M.  und  W.  Lewis,  Gr.  Levi  u.  a.  kultiviert. 

Überraschenderweise  sind  die  Gewebe  von  Wirbellosen,  die 
sich  oft  durch  ein  hohes  Regenerationsvermögen  auszeichnen,  be- 
sonders schwierig  zu  kultivieren.  Bei  den  zahlreichen  Versuchen 
wurde  oft  nur  ein  mehr  oder  minder  kurzes  Überleben  der  Explantate 
in  vitro  erzielt.  Es  liegt  das  aber  wohl  hauptsächlich  daran,  daß 
meist  kein  adaequates  Medium  verwandt  wurde  (s.  S.  331);  in  einigen 
Fällen  sind  z.  T.  wohl  auch  nicht  mehr  teilungsfähige  Gewebe  ex- 
plantiert  worden.  M.  R.  Lewis  (1921 ) berichtet  über  die  Kultur  von 
Crustaceengewebe,  M.  R.  Murray  (1927)  kultivierte  Planariengewebe, 
Frew  (1928)  Imaginalscheiben  von  Calliphora,  E.  Fischer-Piette 
(1929)  Lymphdrüsengewebe  des  Hummers,  A.  Kroytowski  und 
A.  Rumiantzew  (1922)  Regenwurmstückchen,  L.  R.  Cary  (1933) 
Gewebe  von  Ptychodera,  P.  Bohüslav  (1933),  R.  A.  Gresson 
(1937),  H.  Konicec  (1933)  verschiedene  Gewebe  von  Mollusken. 
I.  Fischer  (1937)  züchtete  stoloniales  Gewebe  der  Ascidie  Clavelina 
lepadiformis  6 Wochen  lang  in  vitro,  dabei  vermehrten  sich  durch 
mitotische  Teilungen  ausschließlich  die  Neoblasten,  während  die  diffe- 
renzierten Gewebe  zugrunde  gingen.  Diese  Kulturen  wuchsen  ebenso 
wie  Warmblütlerkulturen  unter  den  gleichen  Bedingungen  histio- 
typisch,  Regenerations-  und  Differenzierungserscheinungen  traten 
nicht  auf. 

Noch  „problematischer“  als  die  Kultur  von  Wirbellosengeweben  ist  eine 
Gewebskultur  pflanzlicher  Zellen.  Gautheket  (1937),  der  neuer- 
dings über  größtenteüs  negative  Versuche  mit  dem  Wurzelmeristem  von  Zea 
mays  und  Geweben  aus  den  Cotyledonen  von  Viciafaba  berichtet  (nur  z.  T. 
hatten  Versuche  mit  cambialem  Gewebe  ein  positives  Ergebnis)  betont, 
daß  die  Cellulosemembran  die  Beweglichkeit  der  Zelle  und  damit  eine  Des- 
organisation des  Explantats  und  eine  wirkliche  Gewebekultur  verhindere. 

Die  bösartigen  Zellen  unterscheiden  sich  in  vitro  nur  quanti- 
tativ, nicht  qualitativ,  von  den  normalen  Zellen,  vor  allem  durch 
ihre  Fähigkeit,  aus  Blutplasma  als  einziger  Ernährungsquelle  neues 
Protoplasma  aufzubauen  [vgl.  A.  Fischer  (1934)].  Ihre  Kultur  ist 
dadurch  schwierig,  daß  sie  das  Plasmakoagulum  sehr  stark  ver- 
flüssigen. Man  setzt  deshalb  zu  Krebskulturen  vielfach  normales 
Gewebe  hinzu,  das  von  den  bösartigen  Zellen  sehr  rasch  infiltriert 
und  zerstört  wird.  Die  Zahl  der  Mitosen  ist  in  Kulturen  bösartiger 
Gewebe  etwa  10 mal  so  hoch  wie  in  solchen  von  normalem  Gewebe. 
Gleichzeitig  gehen  in  Tumorkulturen  aber  ständig  um  so  mehr  Zellen 
zugrunde.  Gegen  schädliche  Einflüsse,  z.  B.  gegen  Röntgen-  und 
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Radiumstrahlen,  sind  die  Tumorzellen  empfindlicher  als  normale 
Zellen.  Weitere  Eigenschaften  der  Krebszellen  werden  auf  S.  336 
auf  geführt. 

4.  Die  physikalisch -chemischen  und  physiologischen  Bedingungen 
des  Zellebens  in  vitro 

Plasma  ist  wegen  des  feinfaserigen  Baues  des  geronnenen  Fibrins 
als  Medium  für  die  Zellen  in  vitro  besonders  gut  geeignet,  und  die 
Versuche,  Wirbellosengewebe  zu  züchten  (vgl.  S.  330),  sind  größten- 
teils wohl  deswegen  mit  gescheitert,  weil  die  Haemolymphe  bei  vielen 
Wirbellosen  nicht  oder  zu  unregelmäßig  gerinnt.  Die  Fibrin- 
strukturen des  geronnenen  Vertebratenplasmas  umschließen  als 


Abb.  63.  Gerichtetes  Wachstum  von  Fibroblasten  in  einer  Kultur,  die  be- 
stimmten Spannungen  ausgesetzt  war.  — a)  Dreieckiger  Glasrahmen  mit 
einer  ausgespannten  Haut  von  Plasma  + Embryonalextrakt,  in  der  die  Fibro- 
blasten vor  allem  in  den  Hauptspannungsrichtungen  wachsen ; b)  Verlauf  der 
Spannungstrajektorien.  — Schematisiert  nach  A.  Fischer  (1930)  vgl.  P.  Weiss. 

ein  schwamm-  oder  wabenartiges  Gerüstwerk  viele  kleine  Flüssig- 
keitsvakuolen,  es  entstehen  so  ausgedehnte  Grenzflächen  zwischen  der 
festen  und  der  flüssigen  Phase.  Die  Zellen  sollen  nun  gerade  an 
diesen  Grenzflächen  ,, entlangkriechen“. 

Nach  P.  Weiss  wird  dabei  das  Wachstum  der  Zellen  in  vitro  vor 
allem  durch  die  Spannungen  im  Medium  beeinflußt.  Indem 
Weiss  Fibroblastenkulturen  in  feinen  Plasmalamellen,  die  in  Rähm- 
chen von  charakteristischer  Form  ausgespannt  worden  waren, 
züchtete,  konnte  er  nachweisen,  daß  das  Wachstum  jeweils  in  der 
Richtung  der  stärksten  Spannung  am  intensivsten  ist  (in  einem  drei- 
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eckigen  Rahmen  also  in  der  Richtung  auf  die  Mitte  der  Seiten  zu, 
vgl.  Abb.  63).  Diese  Erscheinung  kommt  aber  nicht  dadurch  zu- 
stande, daß  die  Spannungskräfte  an  den  Zellen  selbst  angreifen, 
sondern  die  anisotrope  Spannung  bewirkt  eine  Ausrichtung  der  ultra- 
mikroskopischen Micelle  im  Medium,  und  die  Zellen  wachsen  dann 
entsprechend  dieser  „Matrize“.  Die  Untersuchungen  von  Weiss 
wurden  neuerdings  von  0.  Düggeli  (1937)  durch  ausgedehnte  Experi- 
mente auch  bei  dreidimensionaler  Versuchsanordnung  bestätigt. 

Eine  wesentlich  andere  Betrachtungsweise  haben  diese  Erscheinungen 
durch  H.  Grossfeld  (1934)  erfahren.  Grossfeld  führt  gegen  die  Deutung  von 
Weiss  vor  allem  an,  daß  der  Größenunterschied  zwischen  den  Zellen  und  den 
Ultramikronen  des  Mediums  zu  groß  sei,  als  daß  die  Richtung  der  letzteren 
die  der  ersteren  beeinflussen  könne.  Dieser  Einwand  ist  indessen  aber  nicht 
recht  überzeugend,  da  die  gerichteten  Micellen  ja  schließlich  in  ihrer  Gesamt- 
heit auf  die  Zellen  wirken.  Nach  Grossfeld  ist  für  das  Wachstum  der  Ge- 
webekulturen vor  allem  die  Synaerese  im  gallertigen  Medium  und  die  Zu- 
sammensetzung des  Synaeretikums  bestimmend.  Die  Abscheidung  von 
Synaeretikum  führt  zu  einer  Schrumpfung  der  Gallerte.  Da  die  Synaerese  in 
den  einzelnen  Zonen  des  Mediumtropfens  ungleich  ist,  ist  die  Schrumpfung 
der  Gallerte  verschieden.  Dadurch  werden  die  Zellen  gerichtet  und  die  Aus- 
maße des  Wachstums  der  Kultur  in  den  verschiedenen  Richtungen  bestimmt. 
Ähnlich  erklärt  Grossfeld  auch  die  Zellausbreitung  in  flüssigen  Medien 
(Bindegewebszellen,  die  in  Tyrodelösung  an  der  Oberfläche  des  Deckglases 
gezüchtet  werden,  wachsen  epithelartig)  und  die  Zellstreckung  in  entquollenen, 
wasserarmen,  synäretisch  zentrifugal  schrumpfenden  Medien.  Auf  die  Synae- 
rese Verhältnisse  führt  Grossfeld  auch  das  Zusammenwachsen  zweier 
Explantate  in  einem  Mediumtropfen  zurück,  das  nach  anderen  Autoren  auf 
ungleicher  Spannung  des  Mediums  (R.  Meyer  1937)  bzw.  auf  einem  be- 
sonderen „Cytotropismus“  beruhen  soll. 

Mit  Ausnahme  der  bösartigen  Zellen  (s.  S.  330)  vermag  das  Plasma 
den  Zellen  in  vitro  nur  in  sehr  beschränktem  Maße  als  Nahrungs- 
quelle zu  dienen.  Nach  Carrel,  A.  Fischer,  Ephrussi  u.  a.  können 
die  Zellen  die  Proteine  des  Plasmas  nicht  assimilieren.  Werden 
Zellen  in  reinem  Plasma  explantiert,  so  wachsen  und  vermehren  sie 
sich  noch  eine  Zeitlang,  indem  sie  zunächst  ihre  gespeicherten  Re- 
servestoffe verbrauchen.  Daher  ist  während  einer  beschränkten  Zeit 
auch  in  reinen  Salzlösungen  ein  Wachstum  von  Zellen  möglich.  Die 
Wachstumsaktivität,  welche  die  Zellen  unter  solchen  Bedingungen 
zeigen,  hat  Carrel  als  Residualenergie  bezeichnet.  Sie  ist  bei 
Fibroblasten  nach  etwa  6 — 8 Tagen  erschöpft.  Nach  Carrel  (1923) 
ist  die  Residualenergie  der  Gewebe  charakteristisch  verschieden  und 
nimmt  ab  mit  dem  Alter  des  Tieres,  aus  dem  das  Explantat 
stammt. 
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Die  Nährstoffe,  welche  die  Zellen  assimilieren,  werden  dem  Medium 
mit  dem  Embryonalextrakt  zugesetzt.  Dieser  enthält  Stoffe,  die  den 
Zellen  direkt  zur  Synthese  ihres  Protoplasmas  dienen  sollen.  Sie 
sind  von  Carrel  vorläufig  als  Trephone  bezeichnet  worden.  Über 
ihre  chemische  Natur  ist  noch  nichts  Näheres  bekannt.  Die  Trephone 
wirken  nicht  spezifisch,  daher  können  Gewebekulturen  in  völlig 
heterologen  Medien  gezüchtet  werden.  Der  Embryonalextrakt  ent- 
hält außerdem  vermutlich  noch  spezifische  wachstumsfördernde  bzw. 
die  Zellteilung  auslösende  Stoffe.  Doch  haben  in  dieser  Richtung 
unternommene  Analysen  bisher  noch  nichts  Gesichertes  ergeben. 

Nach  A.  Eischer  (1930)  ist  in  vitro  noch  eine  andere  Gruppe  von 
Stoffen  wichtig  für  das  Zelleben,  die  er  als  Desmone  bezeichnete: 
Sie  sind  im  Gegensatz  zu  den  Trephonen  des  Embryonalextraktes 
bei  den  einzelnen  Geweben  streng  spezifisch  und  nur  von  Zelle  zu 
Zelle  wirksam.  Von  besonderer  Bedeutung  sollen  sie  für  die  Zell- 
funktion sein  und,  wie  Fischer  vermutet,  auch  bei  der  Zellteilung 
als  ,, innere  Faktoren“  eine  Rolle  spielen.  Die  Wirkung  der  Desmone 
läßt  sich  am  besten  durch  folgendes  von  A.  Fischer  durchgeführte 
Experiment  demonstrieren:  Werden  zwei  kleine  Stückchen  Herz- 
gewebe in  einem  gemeinsamen  Mediumtropfen  explantiert,  so  pulsiert 
zunächst  jedes  in  seinem  besonderen  Rhythmus.  Die  Explantate 
wachsen  nun  aus  und  aufeinander  zu.  Sobald  die  ersten  Zellen  der 
beiden  Kulturen  miteinander  in  Kontakt  kommen,  werden  die 
Zuckungen  der  beiden  Explantate  synchron.  Diese  Synchroni- 
sierung des  Rhythmus  tritt  aber  nie  auf,  wenn  von  den  beiden  Ex- 
plantaten eines  aus  einem  Hühner-,  das  andere  aus  einem  Enten- 
embryo stammt.  Auf  die  Wirkung  der  Desmone  führt  A.  Fischer 
auch  die  Erscheinung  zurück,  daß  eine  alte  degenerierende  Fibro- 
blastenkultur wieder  „auflebt“,  wenn  man  sie  mit  einer  jungen, 
frischen  Fibroblastenkultur  zusammenbringt.  Mit  anderen  Zellarten, 
z.  B.  Epithelzellen,  ist  jedoch  ein  solcher  Effekt  nicht  zu  erzielen. 
Desmonwirkungen  lassen  sich  also  immer  nur  zwischen  Geweben  von 
derselben  Art  demonstrieren.  In  dieser  Hinsicht  nehmen  jedoch  die 
bösartigen  Zellen  wieder  eine  Sonderstellung  ein.  Sie  sprechen  auch 
auf  heterogene  Desmone  an.  Ja,  A.  Fischer  meint  sogar  das  in- 
filtrative Wachstum  der  Tumoren  mit  dadurch  erklären  zu  können, 
daß  die  bösartigen  Zellen  die  Desmone  fremden  Gewebes  zu  ver- 
werten vermögen. 

Erwähnt  seien  in  diesem  Zusammenhänge  schließlich  noch  die 
sog.  „Wundhormone“,  auf  deren  Bedeutung  für  das  Zellwachstum 
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in  vitro  wohl  zuerst  G.  Haberlakdt  hinwies.  Haberlandt  hatte  bei 
Versuchen  einer  Gewebekultur  mit  pflanzlichen  Zellen  beobachtet, 
wie  an  der  Wundfläche,  wenn  die  BJätter  in  kleine  Stückchen  ge- 
schnitten worden  waren,  Zellteilungen  auftraten,  die  aber  beim  Zer- 
reißen der  Blätter  ausblieben.  In  diesem  Falle  fanden  sich  an  der 
Trennungsfläche  keine  oder  fast  keine  abgetöteten  oder  verwundeten 
Zellen.  Damit  stimmt  die  aus  der  gewebezüchterischen  Praxis  stam- 
mende Erfahrung  überein,  daß  Zupfpräparate  schlecht  auswachsen, 
und  es  wichtig  ist,  beim  Umsetzen  der  Kulturen  scharfe  Schnittränder 
zu  erzielen.  Haberl andt  vermutet,  daß  bei  der  Verwundung  von 
Zellen  wohl  hauptsächlich  durch  autolytische  Prozesse  Zersetzungs- 
stoffe entstehen,  welche  vielleicht  die  Zellteilung  auslösen.  Auf  die 
Wirkung  solcher  Wundstoffe  wies  auch  A.  Fischer  in  seinen  Unter- 
suchungen über  Begenerationserscheinungen  an  Gewebekulturen  hin 
(s.  S.  349). 

Den  Begriffen  Trephone,  Desmone,  Wundhormone  kommt  bisher 
eine  durchaus  hypothetische  Bedeutung  zu.  Wie  schwierig  aber  eine 
planmäßige  physiologisch- chemische  Durcharbeitung  dieses  Ge- 
bietes ist,  wird  vor  allem  auch  durch  die  Tatsache  beleuchtet,  daß 
es  bisher  nicht  gelang,  synthetisch  ein  künstliches  Medium  herzu- 
stellen, in  dem  eine  dauernde  Gewebekultur  möglich  ist,  trotz  der 
großen  Mühe,  die  von  vielen  Gewebezüchtern  gerade  darauf  ver- 
wandt wurde. 

Wichtig  sind  in  dieser  Hinsicht  vor  allem  die  Versuche  von  A.  Carrel 
und  L.  Baker  (1926),  wonach  das  Wachstum  von  Fibroblastenkulturen 
durch  Proteosen  sogar  stärker  gefördert  wird  als  durch  Embryonal- 
extrakt. Nur  ist  in  solchen  künstlichen  Medien  bisher  noch  nie  eine 
Dauerkultur  möglich  gewesen.  Die  Versuche  sind  von  Baker  syste- 
matisch weitergeführt  worden,  und  neuerdings  berichtete  Baker 
(1936)  über  ein  synthetisches  Medium  von  recht  komplizierter  Zu- 
sammensetzung, das  neben  Proteosen  und  verschiedenen  anderen 
Eiweißkörpern  verschiedene  Vitamine  und  Hormone  enthält,  und  in 
dem  sowohl  Fibroblasten  als  auch  Epithelzellen  eine  Zeitlang  recht 
gut  wachsen.  Allerdings  wurde  dabei  auf  einen  gewissen  Prozentsatz 
von  Serum  nicht  verzichtet,  es  handelt  sich  also  nicht  um  ein  rein 
synthetisches  Medium. 

Über  die  Bedeutung  der  wachstumshemmenden  und  wachstumsfördernden 
Fraktionen  im  Serum  wurde  bereits  in  anderem  Zusammenhänge  berichtet 
(s.  S.  299. 

Es  würde  zu  weit  führen,  hier  näher  auf  die  Verhältnisse  des  ph>  Isotonie 

usw.  einzugehen  (s.  auch  S.  214).  Nach  Fischer  liegt  das  optimale  pn  für 
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Fibroblasten  zwischen  7,4—7 ,8  und  eine  Verschiebung  nach  der  alkalischen 
Seite  soll  weniger  schädlich  sein  als  eine  nach  der  sauren.  Nach  J.  Verne  ist 
das  optimale  pn  für  die  einzelnen  Gewebe  recht  verschieden.  Gegen  hyper- 
tonische Lösungen  sind  die  Zellen  sehr  empfindlich,  weniger  gegen  hypo- 
tonische, ja  nach  verschiedenen  Beobachtungen  soll  eine  geringe  Hypo- 
tonie des  Mediums  sogar  eine  wachstumsfördernde  Wirkung  haben:  OLivound 
Gomirato  (1932)  konnten  in  hypotonischen  Medien  eine  beträchtliche  Zu- 
nahme des  mitotischen  Koeffizienten  feststellen,  während  Hypertonie  das 
Wachstum  hemmt. 

Biologisch  recht  interessant  erscheint  ein  neuerdings  von  Buchsbaum 
(1937)  unternommener  Versuch,  tierische  Zellen  zusammen  mit  Algen  (Chlo- 
rella ) zu  züchten.  Es  zeigte  sich  dabei,  daß  die  mit  Algen  im  Licht  gezüchteten 
Kulturen  weniger  oft  umgesetzt  werden  mußten  als  die  ohne  Algen  oder  mit 
Algen  im  Dunkeln  gehaltenen  Kontrollen.  Verf.  schließt  deswegen  auf  einen 
photosynthetischen  Mutualismus  zwischen  den  Algen  und  den  Zellen  der 
Gewebekultur.  Besonders  aufschlußreich  erscheint  dabei,  daß  die  Zellen  der 
mit  Algen  im  Licht  gehaltenen  Kulturen  kein  oder  fast  kein  Fett  gespeichert 
hatten,  während  sonst  alle  Zellen  in  vitro  bald  sehr  stark  Fett  anreichern. 
Es  folgt  daraus  vielleicht,  daß  diese  Verfettung  bzw.  Lipophanerose  irgend- 
wie mit  einem  Sauerstoffmangel  bez.  C02-Überschuß  zusammenhängt. 


5.  Die  Wachstumserscheinungen  in  vitro 

Explantierte  Gewebe  weisen  in  vitro  im  allgemeinen  ein  inten- 
siveres Wachstum  auf  als  in  vivo.  Das  gilt  nicht  nur  von 
den  embryonalen,  sondern  auch  von  den  differenzierten  Geweben,  wie 
z.  B.  des  Irisepithels,  das  nach  J.  A.  Winntkow  (1937)  in  der  Kultur 
noch  auswächst,  nachdem  in  vivo  bereits  Teilungsruhe  eingetreten 
war.  Doch  läßt  sich  das  Wachstum  von  Zellen  mit  einem  streng 
determinierten  Lebensrhythmus  auch  in  vitro  nur  während  der  Ver- 
mehrungsperiode der  Zellen  entfachen  (s.  S.  299). 

Bei  den  dauernd  teilungsfähigen  Elementen  dagegen  ist  nach  dem 
Erlöschen  der  Eesidualenergie  die  Wachstumsgeschwindigkeit 
eine  Funktion  der  im  Medium  vorhandenen  wachstumsför- 
dernden Stoffe  bzw.  der  Konzentration  des  Embryonalextraktes 
und  der  inhaerenten  Wachstumsenergie,  die  nach  R.  Parker  (1929)  bei 
verschiedenen  Bindegewebsstämmen  charakteristisch  verschieden  ist. 
Eine  Reihe  von  neueren  Untersuchungen  haben  gezeigt,  daß  bei 
den  verschiedenen  Geweben  optimales  Wachstum  jeweils  bei  einer 
ganz  bestimmten  Konzentration  des  Embryonalextraktes  eintritt. 

A.  Fischer  hat  die  Frage  gestellt  und  zu  lösen  versucht,  ob  die 
Mitosen  in  vitro  in  einem  bestimmten  Rhythmus  auftreten, 
wie  vielfach  im  Organismus,  oder  ob  sie  rein  zufällig  aufeinander- 
folgen.  Er  fixierte  gleichalte  und  gleichmäßig  behandelte  Fibro- 
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blastenkulturen  im  Laufe  von  24  Stunden  in  regelmäßigen  Ab- 
ständen und  zählte  die  peripheren  Mitosen.  Da  gleichzeitig  fixierte 
Külturen  jeweils  ungefähr  dieselbe  Zahl  von  Mitosen  auf  wiesen, 
nimmt  Fischer  ein  rhj  thmisches  Wachstum  bei  Fibroblastenkulturen 
an.  Nach  ähnlichen  Untersuchungen  von  Olivo  (1928)  sollen  die 
Mitosen  jedoch  ganz  unregelmäßig  und  zufällig  aufeinander  folgen. 
Für  Fischers  Ansicht  spricht  indessen,  daß  man  bei  Fibroblasten- 
kulturen, die  am  ersten  oder  zweiten  Tage  nach  dem  Umsetzen 
fixiert  wurden,  mitunter  solche  findet,  die  völlig  mitosenfrei  sind, 
während  andere  aus  demselben  Stamm  sehr  viel  Mitosen  aufweisen. 
0.  Olivo  und  E.  Delorekzi  (1933)  untersuchten  die  Frage,  ob  die 
Teilungen  einzelner  Zellen  in  bestimmten  Intervallen  aufeinander- 
folgen.  Systematische  Beobachtungen  der  Abkömmlinge  sich  teilender 
Zellen  ergaben,  daß  die  Zeiten  zwischen  zwei  Mitosen  ganz  verschieden 
sein  können,  daß  aber  Geschwisterzellen  sich  immer  etwa  gleich- 
zeitig teilen.  Das  könnte  bis  zu  einem  gewissen  Grade  das  Auftreten 
rhythmischer  Zellteilungen  in  den  Kulturen  erklären,  indem  diese 
also  letzten  Endes  durch  das  regelmäßige  Umsetzen  bedingt  sind. 
Die  Frage  des  rhythmischen  Kernwachstums  in  vitro  wurde  bereits 
in  anderem  Zusammenhänge  erörtert  (s.  S.  304). 

In  Carcinomkulturen  folgen  die  Mitosen  sehr  viel  rascher  auf- 
einander als  in  normalen.  So  zählten  Fischer  und  Parker  (1929) 
in  einer  Carcinomkultur  70028,  in  einer  gleichgroßen  und  unter  ent- 
sprechenden Bedingungen  gezüchteten  Fibroblastenkultur  32447  Mi- 
tosen. Im  allgemeinen  soll  der  Unterschied  noch  größer  sein  (s.  S.  330). 
Trotzdem  ist  das  Gesamtwachstum  einer  Carcinomkultur  stets  ge- 
ringer als  das  einer  Fibroblastenkultur.  Demnach  müssen  in  der 
Krebskultur  also  dauernd  Zellen  zugrunde  gehen.  Fischer  schließt 
daraus  auf  eine  relativ  kurze  Lebensdauer  der  einzelnen  Krebszelle, 
und  er  hat  in  diesem  Zusammenhänge  die  Tumoren  einmal  als 
„ Wunden“  bezeichnet,  die  sich  dauernd  im  Zustande  der  Vernarbung 
befinden. 

Das  gesetzmäßige  Wachstum  der  ganzen  Kulturen  wurde  besonders 
eingehend  von  Ephrussi  (1931)  untersucht,  dem  es  bei  Fibroblastenkulturen 
sogar  möglich  war,  den  Wachstums  Vorgang  mathematisch  formelmäßig  zu 
erfassen.  Es  kam  Ephrussi  dabei  vor  allem  darauf  an  festzustellen,  warum 
eine  Kultur  nach  einer  bestimmten  Zeit  immer  zu  wachsen  aufhört  und  dabei 
erschien  ihm  folgendes  Experiment  besonders  aufschlußreich:  Von  zwei  ver- 
schieden großen  Geschwisterkulturen  (Fibroblastenreinkulturen)  die  ohne 
wachstumsfördernde  Substanzen  gezüchtet  werden,  hört  die  kleinere  früher  zu 
wachsen  auf  als  die  größere.  Das  Verhältnis  der  maximalen  Größen,  welche  die 


5.  Die  Wachstumserscheinungen  in  vitro 


337 


beiden  Kulturen  schließlich  erreichen,  ist  gleich  dem  Verhältnis  der  anfäng- 
lichen Größen  der  eingepflanzten  Kulturen.  Ephrussi  meint,  diese  Er- 
scheinung sei  durch  die  periphere  Lage  der  Mitosen  und  durch  den  Verbrauch 
bestimmter  zellulärer  Stoffe  während  des  Wachstums  zu  erklären.  Die  über- 
wiegend periphere  Lage  der  Mitosen  gilt  allerdings  nicht  für  Epithelkulturen 
(B.  Ephrussi  und  A.  Litvac,  1934)  und  nach  Fischer  und  Parker  (1929) 
wohl  auch  nicht  für  bösartige  Gewebe.  Bei  der  kleineren  Kultur  ist  der  Prozent- 
satz der  sich  teilenden  Zellen  von  vornherein  höher  als  bei  der  größeren,  sie 
erreicht  daher  schneller  ihre  endgültige  Größe.  Daß  die  größere  Kultur  länger 
wächst,  bringt  Ephrussi  in  Zusammenhang  mit  ihrer  größeren  Residual- 
energie, sie  hat  mehr  Reservestoffe  gespeichert  als  die  kleinere.  Erst  wenn 
diese  erschöpft  sind,  erlischt  das  Wachstum. 

Baker  (1929),  Voegtlin  und  Chalkley  (1930),  Rapkine  (1930)  konnten 
durch  histochemische  Versuche  gleichfalls  wahrscheinlich  machen,  daß 
während  des  Wachstums  ganz  bestimmte  stoffliche  Veränderungen 
in  den  Zellen  vor  sich  gehen.  Während  des  Wachstums  geben  die  Kulturen 
die  Glutathionreaktion,  die  bei  solchen,  die  ihre  Endgröße  erreicht  hatten, 
stets  negativ  ausfiel.  Daraus  darf  nun  aber  wohl  noch  nicht  geschlossen 
werden,  daß  das  Glutathion  ein  die  Mitose  bedingender  Faktor  sei.  So  wiesen 
Odiette  und  Truhaut  (1937)  nach,  daß  Glutathion  keinen  Einfluß  auf  das 
Zellwachstum  in  vitro  hat.  Seine  Abwesenheit  in  nicht  mehr  wachsenden 
Kulturen  ist  daher  wohl  mehr  eine  Folge  der  bei  Wachstumsruhe  einsetzenden 
physikalisch-chemischen  Veränderungen  als  ihre  Ursache. 

Nach  Untersuchungen  von  E.  Mayer  (1933/35)  soll  die  jeweilige  Lage- 
rungsdichtigkeit der  Zellen  für  den  Wachstumsstillstand  der  Kulturen 
bzw.  das  Wiedereinsetzen  des  Wachstumsprozesses  nach  dem  Umsetzen  ver- 
antwortlich sein.  Beim  Herausschneiden  der  Kultur  aus  dem  Plasma  zieht 
sich  das  alte  Koagulum  stark  zusammen,  die  dicht  zusammengedrängten 
Zellen  werden  dadurch  zur  Auswanderung  angeregt.  Die  ausgewanderten 
Zellen  liegen  dann  wieder  übermäßig  locker,  dadurch  werden  Zellteilungen 
ausgelöst,  bis  durch  die  Vermehrung  der  Zellen  wieder  eine  normal  dichte 
Lagerung  der  Zellen  erreicht  wird  und  die  Zellteilungen  aufhören.  Die 
Lagerungsdichtigkeit  der  Zellen  dürfte  aber  wohl  zum  mindesten  nicht 
allein  für  die  Auslösung  der  Zellteilung  verantwortlich  sein,  es  wäre  damit 
auch  nicht  das  Auswandern  von  Zellen  aus  frischen  Explantaten  zu  erklären, 
und  darüber  hinaus  sind  diese  Beziehungen  nur  schwer  mit  den  Verhältnissen 
in  vivo  in  Parallele  zu  setzen. 

Die  begrenzte  Wachstumsdauer  der  Kulturen  (nach  R.  Parker  1936  hören 
Fibroblastenkulturen,  die  ein  Jahr  lang  in  derselben  Flasche  kultiviert 
wurden,  schon  nach  den  ersten  15  Tagen  zu  wachsen  auf)  und  die  bestimmte 
Endgröße  der  Kulturen  [nach  I.  Fischer  (1937)  erreichen  Geschwisterkulturen 
des  Irisepithels,  die  nachMAxmow  mit  und  ohne  Embryonalextrakt  gezüchtet 
wurden,  dieselbe  Endgröße,  nur  zu  verschiedenen  Zeiten]  stellen  biologisch 
sehr  interessante,  aber  auch  noch  recht  ungeklärte  Probleme  dar.  Ähnliche 
Erscheinungen  wurden  auch  bei  Protisten  und  Bakterienkolonien  beobachtet. 
Die  Wachstumskurven  verlaufen  in  merkwürdiger  Übereinstimmung  im  all- 
gemeinen S-förmig.  Man  ist  bei  Erklärungsversuchen  vielfach  davon  ausge- 
gangen, daß  man  die  Kulturen  als  eine  ,,oekologische  Population“  in 
einem  „beschränkten  Lebensraum“  betrachtet  und  angenommen  hat, 
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daß  zwischen  der  Zahl  der  vorhandenen  Organismen  bzw.  Zellen  und  dem  zur 
Verfügung  stehenden  Medium  sich  ein  , .biodynamisches  Gleichgewicht“  ein- 
stelle (näheres  und  Literatur  s.  bei  G.  Teissier  1928).  Zu  ähnlichen  Erwägungen 
führten  A.  Fischer  auch  seine  Regenerationsversuche  an  Gewebekulturen 
(s.  S.  350).  Gegen  eine  Übertragung  dieser  Vorstellungen  auf  die  Wachstums- 
verhältnisse bei  Gewebekulturen  scheint  jedoch  zunächst  die  Tatsache  zu 
sprechen,  daß  es  nicht  möglich  ist,  durch  Verwendung  größerer  Gefäße  und 
größerer  Mediummengen  größere  Kulturen  zu  erreichen.  Es  sind  hier  wohl 
noch  viele  einzelne  Fragen  zu  klären,  ehe  eine  klare  Stellungnahme  zu  den  vor- 
liegenden Problemen  möglich  ist. 

6.  Die  Zelldifferenzierung  in  vitro 

Fischer  und  Parker  (1929)  beobachteten  an  langsam  wachsenden 
Fibroblastenkulturen  die  Bildung  einer  Zwischensubstanz,  die  viel- 
leicht der  chondroiden  Substanz  ( ?)  nahesteht;  J.  Strangeways  und 
H.  B.  Fell  (1926)  stellten  in  frühembryonalen  Explantaten  des 
Hühnchens  typische  histologische  Differenzierungen  fest,  so  u.  a.  z.  B. 
in  denen  des  Irisepithels.  In  verschiedenen  Untersuchungen  konnte 
H.  B.  Fell  (1931)  weiterhin  Knochenbildung  in  vitro  nachweisen. 


Abb.  64.  a)  Versuchsanordnung  zur  Determination  in  vitro;  b)  Schnitt  durch 
das  Explantat:  durch  die  tote  Unterlage  wurde  im  Hautbläschen  ein  Nerven- 
rohr induziert.  — Nach  Holtfreter  (1934). 


So  differenziert  sich  z.  B.  die  embryonale  Femuranlage  des 
5 — 6 tägigen  Hühnerembryos  in  typischer  Weise,  wobei  auch  eine  regel- 
rechte Epiphyse  gebildet  wird.  H.  B.  Fell  und  P.  Robinson  (1930) 
wiesen  nach,  daß  es  sich  dabei  um  wirkliche  Knochenbildungsprozesse 
handelt  und  in  den  Kulturen  auch  Phosphatase  vorhanden  ist. 
Maximow  (1928/29)  beschreibt  eine  Umwandlung  von  nichtgranu- 
lierten  Meerschweinchenleukocyten  in  fibroblastenähnliche  Zellen, 
die  argyrophile  und  kollagene  Fibrillen  zu  bilden  vermochten. 
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Die  Gewebezüchter  haben  vielfach  angenommen,  daß  es  sich  bei 
diesen  Vorgängen  um  eine  Selbstdifferenzierung  handele.  Dieser 
Schluß  ist  jedoch  nicht  mehr  gesichert,  nachdem  J.  Holtfreter  die 
induzierenden  Eigenschaften  des  Embryonalextraktes  festgestellt  hat. 
Holtfreter  hat  außerdem  eine  besondere  Methode  ausgearbeitet, 
die  gestattet,  in  einwandfreier  Weise  Potenzprüfungen  an  embryo- 
nalen Organanlagen,  die  in  indifferenten  Salzlösungen  kultiviert 
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Abb.  65.  In  vitro  ausdifferenzierte  Muskelzellen  von  Triton.  — Nach  Holt- 
freter (1934). 

werden,  vorzunehmen.  Darüber  hinaus  hat  Holtfreter  das 
Differenzierungsvermögen  verschiedener  frühembryonaler  Gewebe  bei 
Amphibien  eingehend  untersucht  (Abb.  64 — 68).  Die  frühen  Ent- 
wicklungsstadien der  Amphibien  waren  deswegen  für  eine  solche  Ana- 
lyse besonders  geeignet,  weil  sie  im  allgemeinen  bis  zu  ihrer  Differen- 
zierung keine  Zufuhr  von  Nährstoffen  von  außen  bedürfen,  und  so  also 
hier  mit  Sicherheit  Induktionswirkungen  ausgeschlossen  werden 
konnten.  Außerdem  war  gerade  bei  den  Amphibien  durch  Spemann  und 
seine  Schule  das  Determinationsproblem  schon  weitgehend  und  besser 
als  bei  anderen  Objekten  geklärt  worden.  Holtfreter  explan tierte 
nun  auf  verschiedenen  Entwicklungsstadien  von  der  Blastula  bis  etwa 
zur  schlüpfenden  Larve  wohl  nahezu  alle  wichtigen  sich  absondernden 
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Gewebe  und  Organanlagen.  Dabei  entwickelten  sich  auch  die  früh- 
embryonalen Explantate  stets  in  den  Salzlösungen  weiter.  Doch 
kam  es  je  nach  dem  Determinationsgrad  des  betreffenden  Gewebes 
zu  einer  typischen  oder  mehr  oder  weniger  atypischen  histologischen 
Differenzierung.  So  vermochten  sich  z.  B.  die  schon  zu  Beginn  der 
Gastrulation  determinierten  Darmzellen  unabhängig  von  äußeren 
Einflüssen  zu  funktionsfähigen  Zellen  zu  differenzieren,  zeigten  dabei 
aber  ein  völlig  ungerichtetes  Wachstum.  Die  mesodermalen  Organ- 


Abb.  66.  In  physiologischer  Salzlösung  differenzierte  Explantate  aus  der 
Triton-Q astrula.  — a)  Reines  Gastrulaektoderm  ergibt  einen  regellos  ange- 
ordneten Haufen  von  Epidermiszellen ; b)  Ektoderm  ergibt  zusammen  mit 
Bindegewebe  eine  Hautblase.  — Nach  Holtfketer,  (1934). 


anlagen  entwickelten  sich  nicht  immer  so  streng  herkunftsgemäß 
wie  die  entodermalen.  Das  Ektoderm  und  seine  Ankömmlinge  da- 
gegen differenzierten  sich  in  vitro  nicht  in  typischer  Weise.  Die 
Anlagen  der  Epidermis  und  der  Medullarplatte  ergaben  in  den  Ex- 
perimenten immer  nur  kubische  ungerichtete  Epidermiszellen,  nie 
traten  typische  Epidermisderivate  wie  Elossensäume,  Kiemen,  Zähne, 
Linsen,  Leydigsche  Drüsenzellen  usw.  auf.  Das  Ektoderm  der  Gastru- 
la  besteht  also  aus  noch  homogenen  aequipotenten  Zellen,  die  zu 
ihrer  typischen  Weiterentwicklung  bestimmter  äußerer  Einflüsse  be- 
dürfen. Parallel  zu  diesen  Versuchsreihen  gingen  umfangreiche  homo- 
und  xenoplastische  Transplantationsversuche,  die  zu  entsprechenden 
Ergebnissen  führten,  und  schließlich  konnte  Holtfreter  bei  den 
nicht  selbstdifferenzierungsfähigen  Elementen  in  vitro  auf  ver- 
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schiedene  Weise  eine  Induktion  zu  bestimmten  histologischen  Ge- 
weben erzielen  (s.  Holtfreter  1933). 

Diese  Untersuchungen  Holtfreters  sind  für  die  Gewebezüchtung 
auch  insofern  bedeutungsvoll,  als  durch  sie  eigentlich  erst  wieder 


Abb.  67.  Schema  zur  Darstellung  des  Verhaltens  von  isolierten  Epithelien. 
— a)  Reines  Epithel;  b)  Epithel  kombiniert  mit  Bindegewebe;  c)  Epithel  in 
einer  Hautblase.  — ■ Nach  Holftreter  (1934). 


Abb.  68.  Schematische  Darstellung  des  formbildenden  Einflusses  verschiedener 
Nachbargewebe  auf  das  Neuralmaterial.  — • a)  Rein  kultiviertes  Nervengewebe ; 
b)  Neuralrohr  inmitten  von  Mesenchym;  c)  Offen  gebliebenes  Rückenmark 
mit  spaltbedingender  Chorda  als  Induktor;  d)  Neuralrohr  mit  excentrischem 
Lumen,  auf  Muskulatur;  e)  Normales  Rückenmark,  auf  Chorda  und  inmitten 
von  neutralem  Nachbargewebe.  — Nach  Holtfreter  (1934). 

so  recht  die  Verbindung  zwischen  der  Gewebezüchtung  und  der 
Entwicklungsmechanik  hergestellt  wurde.  Aufschlußreich  waren 
die  oben  erwähnten  Isolierungsversuche  frühembryonaler  Gewebe 
auch  für  das  Organisationsproblem:  Wurde  zu  reinem  Ektoderm 


342 


Gewebekultur 


Mesenchym  hinzugefügt,  so  entstand  eine  Hautblase,  bei  der  die 
Epidermiszellen  außen  epithelartig  angeordnet  waren  (Abb.  66). 
Das  Bindegewebe  vermochte  dabei  jedoch  keine  typischen  Differen- 
zierungsprozesse im  Ektoderm  auszulösen,  also  etwa  in  der  Medullar- 
platte  die  Bildung  von  Nervenzellen  zu  veranlassen,  sondern  es 
schafft  vielleicht  nur  als  ein  „mechanisch  günstiges  Substrat“  Be- 
dingungen, unter  denen  die  formbildenden  Potenzen  des  Epithels 
sich  auswirken  können.  Ebenso  bedarf  das  Darmepithel  des  Binde- 
gewebes zur  epithelialen  Anordnung  seiner  Zellen.  Dabei  überziehen 
die  Darmzellen  das  Bindegewebe  jedoch  stets  von  außen;  dasselbe 
hatte  auch  schon  A.  Fischer  (1927)  bei  der  Explantation  des 
embryonalen  Hühnerdarmes  beobachtet.  Holtfreter  (1933)  ge- 
lang es  nun  aber  auch  in  vitro  die  Bildung  eines  normalen  Darm- 
rohres mit  nach  innen  gerichtetem  Epithel  zu  erzielen,  indem  er  die 
Darmanlage  zusammen  mit  Mesenchym  und  präsumptiver  Epidermis 
explantierte.  Die  Ektodermzellen  überziehen  die  mesodermalen  und 
entodermalen  Zellen,  und  die  letzteren  differenzieren  sich  nun  im 
Innern  zu  einem  Darmrohr  mit  einem  Innenlumen  aus.  Es  wurden 
so  also  gewissermaßen  Pseudoorganismen  hergestellt,  die  auch  gegen 
Infektionen  widerstandsfähiger  waren  als  reines  Entoderm  oder 
Mesoderm. 

Ebenso  lassen  sich  in  vielfacher  Weise  an  Mischkulturen  von 
Epithel  und  Bindegewebe  in  vitro  „Organisationseffekte“ 
erzielen,  die  geeignet  sind,  die  gegenseitigen  Beziehungen  und  Be- 
einflussungen der  Gewebe  im  Körper  zu  demonstrieren.  So  analysierten 
L.  Doljahski  und  F.  Roulet  (1934)  an  Leberfibroblastenmisch- 
kulturen die  gestaltende  Wechselwirkung  zwischen  Epithel  und  Binde- 
gewebe (vgl.  auch  Abb.  69).  Die  Leberzellen  wachsen  zunächst  als 
eine  Epithelmembran  aus,  sobald  aber  Mesenchymzellen  zwischen 
sie  hineinwachsen,  formen  sich  tubuläre  Gebilde,  deren  Bau  dem  eines 
Gallenganges  sehr  ähnlich  ist.  Doljanski  und  Roulet  meinen  nun, 
daß  dieses  Experiment  als  Modellversuch  dienen  kann,  um  die  Vor- 
gänge zu  erklären,  die  in  der  kranken  Leber  zur  pathologischen 
Gallengangsentwicklung  führen:  aus  Leberzellbälkchen  bilden  sich 
gangartige  Schläuche  unter  der  Einwirkung  des  proliferierenden 
Bindegewebes. 

Durch  die  gegenseitige  Beeinflussung  der  Gewebe  kann 
mitunter  auch  die  Zellfunktion  bzw.  eine  latente  Potenz  von 
Zellen  aktiviert  werden.  So  erwähnt  z.  B.  A.  Fischer  (1927),  daß 
Irisepithelzellen,  die  in  engem  Kontakt  mit  Fibroblasten  gezüchtet 
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Abb.  69.  Schnitt  durch  eine  10.  Passage  einer  Pankreaskultur.  — a)  Bei  ac 
eine  acinusähnliche  Anordnung  von  Epithelzellen,  umgeben  von  viel  Binde- 
gewebe; b)  Derselbe  Acinus  bei  stärkerer  Vergrößerung.  Polarisierte  Zellen 
mit  Golgiapparat,  sehr  geringe  Fettspeicherung.  Organotypisches  Wachstum 
der  Zellen  im  Gegensatz  zu  dem  cytotypischen  Verhalten  der  Zellen  in 
Abb.  62  und  70.  — Nach  Fischer  und  Ries  (1936). 
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werden,  Keratin  bilden  sollen.  A.  Fischer  nimmt  an,  daß  in  solchen 
Mischkulturen  auch  die  „ZeMifferenzierung“  begünstigt  wird.  In 
einem  Falle  (1931)  spricht  er  geradezu  von  einem  „Organisator- 
effekt“ eines  Gewebes:  embryonaler  Gelenkknorpel  ohne  Perichon- 
drium  veränderte  sich  in  der  Gewebekultur  nicht  und  fing  erst  an 
zu  wachsen,  nachdem  Herzfibroblasten  zugesetzt  worden  waren. 
Diese  Fibroblasten  sollen  unter  dem  Einfluß  des  als  „Organisator“ 
wirkenden  Knorpelgewebes  neuen  hyalinen  Knorpel  gebildet  haben. 
Dieser  Organisator  verlor  im  Gegensatz  zu  den  von  Holtfreter 
beschriebenen  Induktoren  durch  Ab  töten  seine  Wirksamkeit.  Es 
wäre  hier  wohl  eine  Nachuntersuchung  und  eingehendere  Analyse 
des  Vorganges  wünschenswert,  zumal  es  sich,  wenn  die  Beobach- 
tungen und  die  Deutung  Fischers  sich  bestätigen  ließen,  um  einen 
sehr  bedeutsamen  Fall  einer  echten  Umdifferenzierung  von  Zellen 
handeln  würde.  Der  Gewebezüchter  ist  gegenüber  einer  solchen 
Umdifferenzierung  von  vornherein  wohl  weniger  skeptisch  als  etwa  der 
entwicklungsphysiologisch  eingestellte  Zoologe,  weil  eben  gerade  in 
der  gewebezüchterischen  Literatur  so  oft  von  einer  Entdifferenzie- 
rung der  Zelle  in  vitro  die  Rede  war. 

7.  Das  Problem  der  Entdifferenzierung 

Die  Diskussion  über  dieses  Thema  wurde  zuerst  von  Ch.  Champy  herauf- 
beschworen, der  aus  der  Tatsache,  daß  Epithelzellen  nach  der  Explantation 
ihre  Polarität  verlieren  und  viele  Zellen  unter  optimaler  Proliferation 
eine  „Strukturverminderung“  erkennen  lassen  und  morphologisch  in 
mancher  Hinsicht  embryonalen  indifferenten  Zellen  ähnlich  werden,  auf  eine 
Entdifferenzierung  bzw.  Embryonalisierung  der  Zellen  in  der  Kultur  schloß 
(vgl.  Abb.  70).  [Dabei  findet  sich  aber  gerade  schon  in  einer  Arbeit  von  Champy 


Abb.  70.  Schnitt  durch  auswandernde  Pankreaszellen,  die  ihre  Polarität 
verlieren;  72  Stunden  nach  der  Explantation.  Starke  Speicherung  von 
Neutralfetten  in  den  Lipochondrien.  Reste  von  verteilter,  strangförmiger 
oder  granulärer  Golgisubstanz.  — Nach  Fischer  und  Ries  (1936). 
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(1914)  eine  Bemerkung,  wonach  Kulturen  nach  Reimplantation  entweder  zu- 
grunde gehen  oder  sich  wieder  völlig  differenzieren.]  Demgegenüber  haben  je- 
doch A.  Fischer  und  R.  Parker  u.  a.  immer  wieder  betont,  daß  die  Zellen  in 
vitro  ihre  physiologischen  Eigenschaften,  also  z.  B.  ihre  inhärente  Wachstums- 
energie, das  Irisepithel  seine  Fähigkeit  der  Pigment bildung,  bösartige  Zellen 
den  Grad  ihrer  Malignität,  bewahren.  Ja,  A.  Fischer  (1932)  sagt  ausdrück- 
lich, ,,daß  die  spezifischen  Eigenschaften  der  Zellen,  die  sich  auf  die  Zellart, 
das  Tierindividuum  und  die  Tierspezies  beziehen,  in  dem  explantierten  Ge- 
webe unbegrenzt  fixiert  bleiben  von  dem  Moment  an,  wo  sie  aus  dem  Tier 
herausgenommen  werden“.  Es  erübrigt  sich,  heute  noch  auf  die  zahlreichen 
Angaben  einer  Entdifferenzierung  einzugehen,  da  sie  höchstens  zeigen, 
welche  Verwirrung  eine  unsaubere,  d.  h.  zweideutige  Begriffsbildung  anrichten 
kann.  Dabei  sind  manche  Gewebezüchter,  welche  den  Verlust  der  gewebe- 
artspezifischen Strukturbildung  in  vitro  als  , »Entdifferenzierung“  bezeichnen, 
sich  vollkommen  bewußt,  daß  die  Reaktionsmöglichkeit  der  Zellen  spezifisch 
determiniert  bleibt,  so  z.  B.  Doljanski  (1934),  während  er  aber  andererseits 
feststellt,  der  bei  den  Entwicklungsphysiologen  gebräuchliche  Begriff  der 
Differenzierung  und  Entdifferenzierung  werde  den  Verhältnissen  in  vitro 
nicht  gerecht. 


8.  Riemplantationen 

Schließlich  haben  vor  allem  auch  Reimplantationsversuche  erwiesen, 
daß  die  Zellen  in  vitro  keine  rückläufige  Entwicklung,  die  zu  einer  Potenz - 
er  Weiterung  führen  müßte,  durchmachen.  Hier  sei  nur  auf  die  Arbeiten  von 
E.  Törö  (1934,  193?)  verwiesen,  der  histiotypisch  wachsende  Kulturen  ver- 
schiedener Gewebe  an  Stelle  der  Linse  in  die  Augenkammer  von  Hühnchen 
einpflanzte.  Dabei  sollen  in  Fibroblasten-,, Reinkulturen“  wieder  Herzmuskel- 
zellen und  Blutzellen  erschienen  sein,  nur  wenige  Zellen  bewahrten  den  typi- 
schen Fibroblastencharakter.  Reine  Fibroblastenkulturen  enthalten  nach 
Törö  also  potentiell  verschiedene  Zellen,  die  nur  morphologisch  gleich  sind. 
Ebenso  bildeten  aus  der  Urniere  rein  gezüchtete  Bindegewebs-  und  Epithel- 
kulturen sowie  solche  aus  der  Lunge  herkunftsgemäß  von  Bindegewebe  über- 
zogene Epithelkugeln,  in  denen  später  zentrale  Kanälchen  auftraten.  In  Fibro- 
blastenkulturen, die  zusammen  mit  Epithel  in  die  Augenkammer  verpflanzt 
wurden,  bildeten  sich  Blutinseln  und  Blutcapillaren.  Nach  Zusatz  frisch 
explantierter  Organstückchen  bilden  sich  in  Fibroblasten-Reinkulturen  neue 
Kapillaren,  die  aber  wieder  verschwinden,  sobald  in  dem  zugesetzten  Ge- 
webe das  Epithel  abstirbt.  Das  Epithel  soll  die  Bildung  von  Gefäßanlagen 
,,  induzieren“. 

9.  Spezifische  Zellfunktionen  in  der  Gewebekultur 

Auch  die  Tatsache,  daß  viele  Zellen  in  vitro  ihre  spezifische  Funk- 
tion, die  oft  fälschlich  mit  Zelldifierenzierung  gleichgesetzt  wurde, 
nicht  ausüben,  wie  z.  B.  die  Pankreaszelle,  wurde  vielfach  als  Stütze 
für  die  ,, Entdifferenzierungshypothese“  herangezogen.  Aus  solchen 
Beobachtungen  wurde  weiterhin  auf  einen  Antagonismus  zwi- 
schen Zellteilung  und  spezifischer  Zellfunktion  ge- 
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schlossen  (vgl.  auch  S.  294).  So  bilden  nach  Maximow  Fibroblasten 
auch  in  der  Gewebekultur  extrazellulär  Bindegewebsfibrillen,  wenn 
man  durch  selteneres  Umsetzen  das  Wachstum  der  Kulturen  unter- 
drückt. Nach  Mihalik  wachsen  aus  Gehirngewebe  bei  Züchtung 
ohne  Embryonalextrakt  zahlreiche  Nervenf ortsätze  aus,  während 
Kulturen,  die  mit  Extrakt  angesetzt  werden,  nur  rein  epitheliales 
Wachstum  zeigen  (zit.  nach  A.  Fischer).  Herzfragmente  pulsieren 
länger  in  reinem  Plasma  und  zeigen  dabei  ein  geringeres  Wachstum 
als  in  einem  Gemisch  aus  Plasma  und  Embryonalextrakt.  Weiterhin 
ist  bei  verlangsamtem  Wachstum  Keratinproduktion  (Fischer  und 
R.  Parker).  Bildung  von  Gallensekreten  (J.  Stein  1937)  und 
von  Glycogen  (Doljanski  1930)  in  Leberzellen  nachgewiesen  worden. 
A.  Fischer  hatte  an  Iriskulturen  eine  Zunahme  der  Pigment- 
bildung beobachtet,  wenn  das  Medium  möglichst  lange  nicht  ge- 
wechselt wurde.  Doljanski  (1930)  teilte  nun  Iriskulturen  und  züch- 
tete die  eine  Hälfte  mit  Extraktzusatz,  die  andere  nach  der  soge- 
nannten Methode  des  langsamen  Wachstums  von  Fischer  und 
Parker  (1929)  in  reinem  Plasma  (stundenweise  Ernährung  durch 
flüssiges  Heparinplasma  und  regelmäßiges  Waschen  der  Kulturen 
mit  Tyrodelösung  zur  Entfernung  der  Stoffwechselprodukte).  Die 
in  reinem  Plasma  gezüchteten  Kulturen  schwärzten  sich,  während  die 
mit  Embryonalextrakt  gezüchteten,  langsamer  wachsenden  Ge- 
schwisterkulturen weiß  blieben.  Somit  schien  bei  der  Irisepithelzelle 
tatsächlich  ein  Antagonismus  zwischen  Zellteilung  und  spezifischer 
Funktion  vorzuliegen.  Gerade  an  diesem  Beispiel  konnte  aber  neuer- 
dings I.  Fischer  (1937)  nachweisen,  daß  auch  unter  optimalen 
Wachstumsbedingungen  Propigmentgranula  gebildet  werden;  nur 
die  Reifung  der  Pigmentvorstufen,  also  die  eigentliche  Melanin- 
bildung, unterbleibt.  Es  brauchen  sich  hier  also  keineswegs  Wachs- 
tum und  spezifische  Zellfunktion  gegenseitig  auszuschließen,  sondern 
zur  Erklärung  dieses  Phänomens  kann  zunächst  angenommen  werden, 
daß  der  Stoffwechsel  der  rascher  wachsenden  Zellen  in  einer  Weise 
verändert  ist,  die  den  Melanisierungsprozeß  beeinträchtigt  (es  fanden 
sich  in  den  rasch  wachsenden  Kulturen  neben  farblosen  Propigment- 
granula stets  viele  hellgelbe  Pigmentkörnchen  und  Körnchen  in 
allen  Farbabstufungen  bis  zu  den  typischen  dunklen  Melaningranulis). 
Die  Irisepithelzelle  läßt  also  in  vitro  nicht  einmal  eine  „scheinbare 
morphologische  Dedifferenzierung“  erkennen.  Weiterhin  ist  es 
nach  diesen  Untersuchungen  zum  mindesten  fraglich,  ob  es  sich  bei 
dem  Gegensatz  zwischen  Wachstum  und  Funktion,  der  bei  vielen 
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Geweben  zu  beobachten  ist,  um  eine  direkte  und  gesetzmäßige 
Beziehung  handelt,  oder  ob  hierbei  nicht  sekundäre  Faktoren, 
die  im  einzelnen  noch  näher  zu  analysieren  wären,  eine  aus- 
schlaggebende Bolle  spielen.  In  besonderen  Fällen  ist  vielleicht 
sogar  eine  Umkehr  dieser  Beziehung  möglich,  wenigstens  erwähnt 
E.  Mayer  (1933)  einen  Fall  stärkerer  Fibrillenbildung  in  rasch 
wachsenden  Bindegewebskulturen  gegenüber  den  langsamer  wach- 
senden und  zugleich  weniger  Fibrillen  bildenden  Kulturen  der 
gleichen  Art. 

10.  Beziehungen  zwischen  Funktionsstadien  und  Züchtbarkeit 
der  Zellen  in  vitro 

Histophysiologisch  sind  die  Angaben  über  die  verschiedene  Zücht- 
barkeit der  Gewebe  auf  verschiedenen  Alters-  und  Funktionsstadien 
besonders  aufschlußreich.  Manche  Gewebe  sind  nur  auf  bestimmten 
embryonalen  bzw.  frühpostembryonalen  Stadien,  wiederum  andere 
dauernd  züchtbar  (vgl.  auch  S.  277).  Bis  zum  18. — 19.  Bebrütungstage 
wachsen  z.  B.  die  Explantate  vom  Pankreas  des  Hühnerembryos 
stets  rein  bindegewebig  aus,  obgleich  schon  zahlreiche  differenzierte 
und  teilungsfähige  exokrine  Drüsenzellen  vorhanden  sind.  Etwa 
vom  19.  Tage  der  Embryonalentwicklung  an  bis  2 — 3 Tage  nach 
dem  Schlüpfen  wachsen  die  Explantate  überwiegend  epithelial  aus, 
dann  klingt  allmählich  die  Züchtbarkeit  ab.  Eine  cytologische 
Kontrolle  ergab,  daß  die  Pankreaszelle  auf  dem  Stadium  ihrer  besten 
Züchtbarkeit  in  besonders  kräftiger  Sekretbildung  begriffen  ist.  Die 
Sekretbildung  läßt  sich  nun  bei  den  Kücken  durch  Pilocarpininjektion 
anregen  (s.  S.  283),  und  dementsprechend  wächst  das  Pankreasepithel 
auf  bestimmten  Stadien  nach  Pilocarpingaben  wieder  in  erhöhtem 
Maße  aus,  bis  etwa  10 — 14  Tage  nach  dem  Schlüpfen  die  Züchtbar- 
keit der  Pankreaszelle  endgültig  erlischt,  da  nun  die  mitotische 
Vermehrungsfähigkeit  der  Zellen  auf  hört  zugunsten  des  rhythmischen 
Zellwachstums  durch  Volumen  Verdopplung  (vgl.  I.  Fischer  und 
Bies  1936).  Bei  Explantaten  der  frühembryonalen  Leber-Pankreas- 
anlage des  Axolotl  ändert  sich  die  Wachstumsintensität  der  Zellen 
auf  den  verschiedenen  Entwicklungsperioden  (I.  Fischer  1937).  Die 
undifferenzierten  entodermalen  Zellen  weisen  ein  mäßiges,  epithel- 
artiges Wachstum  in  zusammenhängenden  Membranen  auf  und 
sprechen  auf  wachstumsfördernde  Stoffe  im  Medium  nicht  an.  Zu 
Beginn  der  Zelldifferenzierung  zeigt  sich  hinsichtlich  des  Wachstums 
eine  Latenzperiode.  Die  differenzierte  Zelle  erlangt  wieder  ein  er- 
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höhtes  Teilungsvermögen,  und  das  Wachstum  der  Kulturen  ist  nun 
bedingt  durch  die  im  Medium  vorhandenen  wachstumsfördernden 
Stoffe. 

Durch  das  regelmäßige  Umsetzen  der  Kulturen  wird  in  vitro  die 
spezifische  Zellfunktion  weitgehend  beeinflußt,  so  z.  B.  bei  der  Iris- 
epithelzelle  die  Pigment-  und  Propigmentgranulabildung,  so  daß 
die  Kulturen  in  dieser  Hinsicht  einen  bestimmten  Arbeitsrhythmus 
erkennen  lassen,  der  sich  sowohl  im  Vitalfärbungsbild  als  auch  auf 
osmierten  Präparaten  deutlich  ausprägt  (vgl.  I.  Fischer  1937). 

Nach  I.  Fischer  scheinen  die  Irisepithelzellen  nach  der  25. — 30.  Passage 
(4 — 5 Monate)  ihre  Befähigung  zur  Pigment-  und  Propigmentgranulabildung 
zu  verlieren,  und  zugleich  treten  an  den  Kulturen  immer  häufiger  typische 
Degenerationserscheinungen  auf.  Es  wäre  wünschenswert,  wenn  diese 
Erscheinungen  auch  bei  anderen  Zelltypen  beachtet  und  näher  unter- 
sucht würden.  Wichtig  erscheint  in  dieser  Hinsicht  vor  allem  das  Verhalten 
von  streng  determinierten  Zelltypen  mit  einem  autonomen  Lebensrhythmus, 
wie  z.  B.  der  Pankreaszelle  (während  bei  unvermindert  teilungsfähigen  Zellen, 
wie  etwa  den  Fibroblasten,  von  vornherein  nicht  mit  einem  spontanen  Auf- 
treten von  Degenerationserscheinungen  zu  rechnen  ist).  Vielleicht  würden 
sich  hier  Möglichkeiten  ergeben,  dem  Problem  des  Alterns  von  Geweben  und 
des  physiologischen  Zelltodes  näherzukommen  (vgl.  hierzu  auch  S.  313). 

11.  Regenerationserscheinungen  an  Gewebekulturen 

Vor  allem  A.  Fischer  hat  nachdrücklich  auf  die  Bedeutung  vieler 
Ergebnisse  der  Gewebezüchtung  für  das  Regenerationsproblem  hin- 
gewiesen. Das  Problem  liegt  in  der  Erscheinung,  daß  in  einem  Ge- 
webe, dessen  Zelldifferenzierung  und  Wachstum  schon  abgeschlossen 
waren,  beide  Vorgänge  von  neuem  beginnen  nach  Wundsetzung  oder 
Verlust  eines  Teiles,  bis  der  Schaden  wieder  ausgeglichen  ist.  Wenn 
es  nun  möglich  ist,  in  vitro  experimentell  Regenerationserschei- 
nungen auszulösen,  müßte  es  hier  am  ehesten  gelingen,  die  bei  der 
Regeneration  beteiligten  Faktoren  zu  analysieren,  da  diese  besonders 
bei  Reinkulturen  viel  leichter  zu  erfassen  sein  dürften  als  unter  den 
komplexen  Verhältnissen  in  vivo.  A.  Fischer  hat  nun  folgenden 
grundlegenden  Versuch  ausgeführt:  Aus  Fibroblastenreinkulturen, 
die  ,, praktisch  zu  einem  Wachstumsstillstand  gekommen“  waren  (sie 
waren  ohne  Embryonalextrakt  gezüchtet  worden),  wurde  ein  Teil 
des  Gewebes,  am  Rande,  in  der  Mitte  oder  ein  Sektor  herausgeschnit- 
ten. Bald  darauf  wuchsen  gesunde,  durch  Teilung  entstandene 
Zellen  aus  und  ,, ersetzten  den  Verlust“.  In  dieser  Hinsicht  verhält 
sich  die  Kultur  ähnlich  wie  ein  kleiner  Organismus. 
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Wahrscheinlich  entstehen  bei  der  Wundsetzung  durch  Verletzung 
und  Zerfall  von  Zellen  wachstumsfördernde  Stoffe  (s.  S.  334). 
Der  Kegenerationsprozeß  wurde  nämlich  stark  verzögert,  wenn  die 
Kulturen  nach  der  Wundsetzung  mit  einer  physiologischen  Salz- 
lösung gewaschen  wurden.  Die  Waschflüssigkeit  aber  vermochte  nun 
ihrerseits  das  Wachstum  von  Kulturen,  die  ohne  oder  mit  wenig 
Embryonalextrakt  angesetzt  worden  waren,  stark  zu  erhöhen.  Um 
eine  quantitative  Vorstellung  von  diesen  bei  der  Wundsetzung  ent- 
stehenden Stoffen  zu  erhalten,  wurde  die  Gerinnungszeit  von  Plasma 
nach  Zusatz  der  Waschflüssigkeit  festgestellt.  Auf  diese  Weise 
erhält  man  bestimmte  Werte  für  die  sogenannte  ,,  Ge  webskinase“, 
die  vielleicht  nicht  mit  den  eigentlichen  Wundhormonen  iden- 
tisch ist,  die  aber  doch  wohl  stets  gleichzeitig  mit  diesen  Stoffen 
aufzutreten  scheint.  (Gewebe,  die  regelmäßig  viel  zugrunde  gehende 
Zellen  enthalten,  wie  z.  B.  sarkomatöse  Gewebe  und  Leukocyten, 
geben  im  allgemeinen  auch  ohne  Wundsetzung  mehr  Kinase  ab,  als 
andere  widerstandfähigere  Gewebe.)  Die  Geschwindigkeit,  mit  der 
die  Wundheilung  in  solchen  Kulturen  vor  sich  ging,  konnte  gemessen 
werden  und  erwies  sich  interessanterweise  umgekehrt  proportional 
dem  Alter  der  Kulturen  (A.  Fischer  1931). 

E.  Mayer  (1933),  der  im  wesentlichen  die  von  A.  Fischer  beschriebenen 
Regenerationserscheinungen  bestätigt,  bezweifelt,  daß  wachstumsfördernde 
Stoffe,  die  durch  Verletzung  von  Zellen  entstehen,  dabei  wirklich  eine  solche 
entscheidende  Rolle  spielen  und  zwar  auf  Grund  folgender  Versuche:  Er 
schaltete  durch  partielle  Ultraviolettbestrahlung  begrenzte  Bezirke  aus  dem 
Wachstumsprozeß  aus.  Darauf  setzten  in  den  Ungeschädigten  Teilen  der  Kul- 
turen Zellproliferationen  ein,  bis  die  Kultur  wieder  ihre  ursprüngliche  Kreis  - 
form  angenommen  hatte.  Mayer  legt  nun  vor  allem  darauf  Wert,  daß  bei 
seiner  Versuchsanordnung  keine  ,, Wunden“  entstanden  seien,  und  die  Form 
der  Zellen  unverändert  erhalten  blieb.  Es  ist  m.  E.  aber  gar  nicht  erwiesen, 
ob  nicht  aus  den  durch  die  UV. -Bestrahlung  beschädigten  bzw.  abgetöteten 
Zellen  Stoffe  herausdiffundiert  sind,  die  Zellteilungen  bei  den  gesunden 
Zellen  auszulösen  vermochten.  Nach  E.  Mayer  soll  dagegen  auch  in  diesem 
Falle  die  Lagerungsdichtigkeit  der  Zellen  einen  wichtigen  Faktor  des  wieder 
beginnenden  Wachstums  darstellen  (s.  S.  337). 

Durch  A.  Fischers  Versuche  ist  wohl  das  Wiedereinsetzen  des 
Wachstums  nach  Wundsetzung  (durch  die  Produktion  der  ,, Wund- 
hormone4 £)  zu  erklären,  aber  nicht,  warum  immer  nur  der  ,, Verlust“ 
ersetzt  wird,  warum  also  das  Wachstum  nach  Ausgleich  des  Defektes 
wieder  erlischt.  Es  scheint,  daß  bei  Gewebekulturen  wie  bei  Organis- 
men eine  Wachstumskorrelation  vorliegt. 

Auf  Grund  von  Versuchen  mit  Hefekulturen,  deren  Zeilenzahl  zu  be- 
stimmten Zeiten  vermindert  wurde,  und  unter  Berufung  auf  Versuche  von 
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Langhans  (1909)  mit  Daphnien,  von  denen  in  einem  bestimmten  Wasser- 
volumen immer  nur  eine  ganz  bestimmte  Anzahl  zu  leben  vermag,  meint 
Fischer,  ,,daß  sich  unter  gewissen  Verhältnissen  ein  Gleichgewicht  zwischen 
lebender  Masse  und  dem  umgebenden  Medium  einstellt“.  ,, Entfernt  man 
nun  etwas  von  der  lebenden  Masse,  ohne  das  Medium  zu  verändern,  wird  dem 
früheren  Gleichgewicht  dadurch  zugestrebt,  daß  eine  Zellvermehrung  ein- 
tritt.“  Fischer  vermutet  also  ganz  bestimmte  Beziehungen  zwischen  „Zell- 
bevölkerung“ und  „Lebensraum  im  weiteren  Sinne“  und  wendet  diese 
Vorstellungen  auf  die  Zellkulturen  in  vitro  an:  durch  die  Wundsetzung  ent- 
steht „ein  größerer  Lebensraum  für  die  übriggebliebenen  Zellen,  d.  h.  die 
Bevölkerungsdichte  wird  verringert“  (vgl.  hierzu  S.  337).  Mit  Recht  wendet 
E.  Mayer  gegen  diese  Deutung  ein,  daß  das  Problem  dabei  nur  statistisch, 
nicht  kausalanalytisch  erfaßt  wird.  Fischer  meint  weiterhin,  „daß  ge- 
wisse Einflüsse,  die  Zellteilung  auslösen,  an  bestimmten  Stellen  blockiert 
werden“  und  nimmt  an,  daß  dabei  vor  allem  die  „Desmone“  (vgl.  S.  333) 
eine  Rolle  spielen,  also  „alle  diejenigen  cytoplasmatischen  Substanzen  und 
Wirkungen,  die  durch  Protoplasmabrücken  von  Zellen  innerhalb  einer  Zellart 
die  somatischen  und  speziellen  Funktionen  gegenseitig  kontrollieren“.  Durch 
die  Theorie  der  Desmone  versucht  Fischer  schließlich  auch  zu  erklären, 
weshalb  die  Regeneration  sich  immer  nur  auf  die  Zellen  bezieht,  die  von 
der  Wundsetzung  betroffen  wurden,  nicht  aber  auf  Zellen  anderer  Art. 


12.  Die  Bedeutung  der  Gewebezüchtung  für  die  Virusforschung 

In  den  letzten  Jahren  hat  die  Gewebezüchtung  besondere  Bedeutung  für 
die  Viiusforschung  erlangt.  Als  Viruskrankheiten  werden  seit  F.  Löffler 
Krankheiten  bezeichnet,  deren  übertragbarer  Erreger  so  klein  ist,  daß  er  Filter 
passieren  kann,  die  auch  die  kleinsten  Bakterien  nicht  mehr  durchlassen. 
Die  Größenordnung  dieser  filtrierbaren  Virusarten  bewegt  sich  nach  neueren 
Untersuchungen  mit  Hilfe  der  Ultrazentrifuge,  der  Photographie  im  ultra- 
violetten Licht  und  vor  allem  der  Filtration  mit  verschiedenen  Filtern  be- 
kannter Porengröße  etwa  zwischen  10  m^  (Maul-  und  Klauenseuche virus) 
und  175  m/u  (Elementarkörperchen  der  Pocken  nach  Färbung  mit  Viktoria- 
blau)  (vgl.  K.  Herzberg  1936).  Das  Tabak -Mosaik- Virus  hat  nach  Mac 
Clement  eine  Größe  von  15 — 20  m/u,  nach  R.  Wyckoff  (1937)  ein  Molekular- 
gewicht von  17000000  (also  etwa  500mal  so  hoch  wie  das  von  Eieralbumin). 
Inzwischen  gelang  es  F.  Krause  (1938)  die  Elementarkörperchen  der  Vaccine- 
lymphe elektronenoptisch  aufzunehmen.  (Als  „Objektträger“  diente  ein 
feines  Drahtnetz  mit  einem  ausgespannten  Häutchen  aus  reinem  Pustel- 
inhalt in  2°/0iger  Gelatine).  Im  Elektronenmikroskop  erschienen  rundliche, 
0,15 — 0.25  /u  große  und  auch  längliche  Gebilde.  An  den  rundlichen  Körper- 
chen sollen  Teilungserscheinungen  zu  beobachten  sein. 

Die  Virusarten  galten  früher  als  nicht  züchtbar.  Auf  Bakteriennährböden 
können  sie  tatsächlich  nicht  zur  Vermehrung  gebracht  werden,  wohl  aber 
in  einer  Aufschwemmung  von  lebenden  Zellen  in  einer  physiologischen  Lösung. 
Nach  dieser  von  H.  Maitland  und  M.  Maitland  (1928)  sowie  Li  und  Rivers 
(1930)  entwickelten  Methode  kann  zur  Viruszüchtung  also  ein  flüssiges  Medium 
verwandt  werden.  Es  vermehrt  sich  aber  auch  in  Gewebekulturen,  die  nach 
der  Deckglasmethode  gezüchtet  werden.  So  gelang  es  Carrel  und  Rivers, 
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das  Vaccinevirus  in  Gewebekulturen  von  embryonalem  Hühnergewebe  zur 
Vermehrung  zu  bringen.  Weiterhin  kann  Virus  z.  B.  durch  Beimpfung  der 
Embryonalhüllen  des  Hühnerembryos  oder  in  überlebender  Hornhaut  weiter 
gezüchtet  werden. 

Bei  der  Virus-Dauerzüchtung  wird  meist  nicht  die  infizierte  Kultur  um- 
gesetzt, sondern  in  einem  sterilen  Mörser  zerrieben,  mit  etwas  frischem 
Embryonalextrakt  verdünnt  und  zentrifugiert.  Mit  diesem  virushaltigen 
Extrakt  werden  dann  frische  Kulturen  mit  normalem  Plasma  angesetzt;  zur 
erstmaligen  Beimpfung  der  Gewebekulturen  dient  meist  infektiöses  Plasma 
oder  Gewebe  von  erkrankten  Tieren. 

Bisher  gelang  so  die  Züchtung  des  Erregers  der  Windpocken,  der  Pocken, 
der  Maul-  und  Klauenseuche,  der  Psittacosis  (Papageienkrankheit),  der 
Poliomyelitis  (spinale  Kinderlähmung),  des  gelben  Fiebers,  der  Tollwut, 
des  Fleckfiebers,  der  Influenza,  der  Erkältung,  sowie  noch  verschiedener 
anderer  Virusarten  (vgl.  E.  Haagen  1936). 

Eine  Vermehrung  des  Virus  war  immer  nur  dann  festzustellen, 
wenn  in  den  Kulturen  lebende  Zellen  vorhanden  sind,  so  daß 
wohl  ganz  bestimmte  Beziehungen  zwischen  der  Lebenstätigkeit  der 
Gewebe  und  der  Virusvermehrung  bestehen.  Die  Virusvermehrung 
hört  auf,  wenn  die  Gewebsstückchen  (Niere)  nicht  mehr  atmen 
(A.  Krontowski,  M.  Jazimirska  und  H.  Ssawitzka,  1934).  Angaben 
von  Eagles  und  McClEan  (1931)  über  eine  Züchtung  des  Vaccine- 
virus in  einem  zellfreien  Medium  konnten  von  D.  Krontowski 
(1933/34)  und  Mitarbeitern  sowie  auch  bei  allen  anderen  Viruskultur- 
versuchen bisher  nicht  bestätigt  werden. 

Es  scheinen  mitunter  sehr  enge  Beziehungen  zwischen  ver- 
schiedenen Virusarten  und  bestimmten  Geweben  zu  be- 
stehen. So  stellte  F.  Striegler  (1934)  fest,  daß  embryonales  Hühner- 
gewebe zur  Züchtung  des  Maul-  und  Klauenseuchen virus  nicht 
brauchbar  ist,  während  mit  Meerschweinchengeweben  eine  Dauer- 
züchtung des  Virus  durchgeführt  werden  konnte.  Aber  auch  dabei 
erwiesen  sich  verschiedene  Gewebearten  als  in  verschiedenem  Maße 
geeignet.  Die  beste  Vermehrung  wurde  erzielt  mit  embryonaler 
unbehaarter  Haut.  Auch  mit  embryonalem  Lungen-  und  erwachsenem 
Hodengewebe  war  eine  Dauerkultur  möglich.  Aber  in  Geweben 
aus  der  Leber,  der  Parotis,  der  Nebenniere  wurde  das  Virus  sehr 
rasch  zerstört,  desgleichen  duich  Knochenmark,  Skeletmuskulatur 
und  Fibroblasten.  A.  Fischer  (1930)  setzte  zu  Reinkulturen  des 
Irisepithels  und  von  Fibroblasten  bakterienfreies  Vaccinevirus.  Nach 
etwa  3 Tagen  zerfielen  die  Irisepithelkulturen,  während  die  Fibro- 
blasten unbeeinflußt  blieben.  Nach  Untersuchungen  von  W.  Ch’en 
(1934)  und  J.  Coffey  1934)  wurden  Virusarten,  die  bei  Säugetieren 
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Krankheiten  hervorrufen,  bei  dauernder  Züchtung  mit  embryonalem 
Hühnergewebe  allmählich  weniger  virulent.  Die  Virulenz  konnte 
jedoch  durch  Zwischenschaltung  einiger  Passagen  mit  Säugetier- 
gewebe wieder  erlangt  werden  (zit.  nach  E.  Haagen,  1936). 

Bemerkenswert  erscheint  ferner  eine  Beobachtung  von  E.  Haagen, 
wonach  z.  B.  der  Erreger  des  Gelbfiebers  in  den  lebenden  Zellen  der 
Kulturen  durch  Antikörper,  die  dem  Medium  mit  Immunserum  zu- 
geführt wurden,  nicht  angegriffen  wird,  während  in  dem  flüssigen 
Mediumanteil  das  Virus  durch  das  Immunserum  sehr  rasch  voll- 
ständig zerstört  wird. 

In  den  infektiösen  Kulturen,  und  nur  in  diesen,  treten  nun 
vielfach  eigenartige  Zelleinschlüsse  auf,  deren  Natur  noch 
recht  umstritten  ist.  Neigte  man  früher  zu  der  Ansicht,  es  handele 
sich  um  spezifische  Zellreaktionen,  so  wird  heute  mehr  der  Stand- 
punkt vertreten,  daß  diese  Elementarkörperchen  mit  dem  Erreger 
identisch  seien,  der  also  eine  mikroskopische  Größenordnung  erreicht. 
Damit  würde  dann  vielleicht  bei  Krankheitskeimen  ein  allmählicher 
Übergang  von  den  Bakterien  über  die  sog.  Rickettsien  bis  zu  den 
verschiedenen  Virusarten,  also  bis  zu  nur  noch  zum  Teil  sichtbaren, 
größtenteils  aber  ultravisiblen  Erregern  festzustellen  sein.  Bezüg- 
lich der  Rickettsien  zeigte  Prowazek  schon  1916  am  Beispiel  des 
Fleckfiebers  in  der  Laus,  daß  sie  als  schwer  färbbare,  und  daher 
leicht  zu  übersehende  Coccen  und  vor  allem  Diplococcen  (Durch- 
messer bis  zu  0,1  /bi)  intracellulär  Vorkommen  (vgl.  H.  da  Rocha- 
Lima  1916).  Auch  der  Erreger  des  Fleckfiebers  ließ  sich  nach  neueren 
Versuchen  von  M.  Aschner  nur  in  Gewebekulturen,  und  zwar  von 
Epithelzellen  aus  dem  Uterus  des  Meerschweinchens,  züchten. 

In  anderen  Fällen  jedoch  waren  die  Einschlußkörperchen  der 
infizierten  Zellen  nicht  ohne  weiteres  als  Mikroorganismen  zu  deuten, 
da  sie  mehr  den  Eindruck  von  inhomogenen  Vakuolen  oder  granu- 
lierten Komplexen  machen  wie  z.  B.  die  Guarnierischen  Körperchen, 
von  denen  Haagen  annimmt,  daß  sie  aus  Kernextrusionen  hervor- 
gingen. Dagegen  ist  nach  J.  Bland  (1936)  im  Dunkelfeld  an  Zeit- 
lupenfilmen ihre  Entstehung  im  Plasma  nachzuweisen. 

Jedenfalls  ist  die  Virusforschung  ein  wichtiges  neueres  Betätigungsfeld 
der  Gewebezüchtung,  das  auch  eine  große  praktische  Bedeutung  hat.  Nach 
Striegler  (1934)  ist  es  möglich,  aus  Gewebekulturen,  die  mit  dem  Maul- 
und Klauenseuchen- Virus  infiziert  sind,  einen  Impfstoff  herzustellen,  der 
zur  Immunisierung  geeignet  ist.  Ebenso  wird  Variola -Vaccine virus  seit  einiger 
Zeit  zur  Schutzimpfung  beim  Menschen  verwandt. 
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Darüber  hinaus  liegen  hier  aber  auch  Probleme  von  größter  bio- 
logischer Bedeutung  vor,  insofern,  als  die  Virus  ähnlich  wie  die 
d’Herelleschen  Bakteriophagen  vielleicht  die  kleinsten  Lebe- 
wesen oder  zum  mindesten  Gebilde  darstellen,  die  mit  den  Organis- 
men jedenfalls  die  Vermehrung  arteigener  Substanz  gemeinsam  haben, 
und  deren  Größe  nach  neueren  Untersuchungen  ein  Minimum  von 
etwa  20  Eiweißmolekülen  erreicht.  Nach  den  neuesten  Unter- 
suchungen von  L.  M.  Stvnxey  und  R.  W.  G.  Wyckoff  (1937) 
scheinen  die  filtrierbaren  ansteckenden  Virus  der  Tabak-Mosaik- 
krankheit,  der  Tabak-Ringfleckenkrankheit,  der  Papillomatosis  der 
Kaninchen  u.  a.  chemisch  einheitliche  Substanzen  zu  sein  (Molekular- 
gewicht zwischen  17  000000  und  25000000).  Sie  ließen  sich  in  kristal- 
lisierter Form  darstellen  und  behielten  dabei  ihre  Infektionsfähigkeit. 
Schon  wenige  Moleküle  dieser  Stoffe  genügten,  um  eine  Infektion 
hervorzurufen.  Durch  diese  neueren  Befunde  scheint  wieder  zur 
Diskussion  gestellt,  ob  und  wieweit  der  Begriff  des  Autokatalysators 
zur  Erklärung  der  Natur  des  filtrablen  Virus  herangezogen  werden 
kann,  wie  es  Centanni  (zit.  nach  V.  Biscegli,  1928)  schon  1904  ver- 
suchte. Nach  allen  neueren  Untersuchungen  scheint  das  Wesen  der 
Viruskrankheit  darin  zu  bestehen,  daß  empfindliche  Zellen 
die  eingedrungenen  zellfremden  Moleküle  nicht  abbauen, 
sondern  zur  Vermehrung  bringen.  Es  fragt  sich  nun  aber, 
ob  das  filtrierbare  Virus  den  Stoffwechsel  der  Zelle  nur  so  verändert, 
daß  es  im  Rahmen  dieses  Stoffwechsels  neu  gebildet  wird,  oder  ob 
es  sich  allein  „aus  sich  heraus“  in  den  Zellen  zu  vermehren  vermag. 
Die  Lösung  dieses  Problems  dürfte  von  allergrößter  Bedeutung  sein, 
nicht  nur  für  die  Erklärung  der  Viruskrankheiten,  sondern  darüber 
hinaus  für  unsere  gesamten  Anschauungen  über  die  Grenzen  zwischen 
belebter  und  unbelebter  Materie. 


Ries,  Probleme  der  Biologie,  Bd.  II 
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Demnächst  erscheint: 


Fluorescenz-Mikroskopie 

Ihre  Anwendung  in  der  Histc  ogie  und  Chemie.  Von  Max  Haitinger, 
Wien.  1938.  VIII,  108  Seiten  mit  36  Abbildungen  im  Text  und  auf 
6 farbigen  Tafeln.  Preis  kart.  RM.  10.80 

Aus  dem  Inhalt:  Das  Fluorescenzmikroskop  / Die  Vor-  und  Nachbehand- 
lung histologischer  Objekte  für  fluorescenzmikroskopische  Beobachtungen  / 
Beobachtungen  der  Eigenfluorescenz  / Sekundäre  Fluorescenz  / Beispiele 
sekundärer  Fluorescenzerzeugung  an  pflanzlichen  Objekten  / Beispiele 
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